Thermal characteristics evaluation of water solutions containing selected excipients for lyophilization by Gomboc, Eva
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA FARMACIJO 
 
 
 
 
 
EVA GOMBOC 
 
MAGISTRSKA NALOGA 
 
 
ENOVITI MAGISTRSKI ŠTUDIJSKI PROGRAM FARMACIJA 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019
  
 
 
 
EVA GOMBOC 
 
VREDNOTENJE TERMIČNIH LASTNOSTI VODNIH RAZTOPIN 
IZBRANIH POMOŢNIH SNOVI ZA LIOFILIZACIJO 
 
THERMAL CHARACTERISTICS EVALUATION OF WATER SOLUTIONS 
CONTAINING SELECTED EXCIPIENTS FOR LYOPHILIZATION 
 
 
ENOVITI MAGISTRSKI ŠTUDIJSKI PROGRAM FARMACIJA 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019  
  
Magistrsko delo sem opravljala na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani, na Katedri 
za farmacevtsko tehnologijo, pod mentorstvom prof. dr. Odona Planinška, mag. farm. in 
somentorstvom izr. prof. dr. Pegi Ahlin Grabnar, mag. farm. 
 
Zahvala 
Najlepše se  zahvaljujem mentorju, prof. dr. Odonu Planinšku, mag.farm., za ves trud, 
strokovno pomoč in zanimive pogovore, ki so mi omogočili prijetnejše opravljanje 
magistrske naloge. 
Hvala tudi somentorici, izr. prof. dr. Pegi Ahlin Grabnar, mag. farm., in  asist. Maji 
Bjelošević, mag. ind. farm., za strokovno pomoč, nasvete in diskusije ter posredovano 
znanje. 
Zahvaljujem se družini in prijateljem, ki so mi v času študija stali ob strani, me spodbujali 
in na kakršenkoli način podpirali.  
Prav tako hvala članom ŠKD Goričko za zabavna in sproščena nedeljska druženja. 
Posebna zahvala gre tudi g. Rudiju Mohoriču iz Dijaškega doma Vič za potrpežljivost in 
ves trud pri upoštevanju želja glede bivanja v domu. 
 
Izjava 
Izjavljam, da sem magistrsko delo izdelala samostojno pod mentorstvom prof. dr. Odona 
Planinška, mag. farm., in somentorstvom izr. prof. dr. Pegi Ahlin Grabnar, mag. farm. 
 
Ljubljana, 2019         Eva Gomboc 
 
Predsednica komisije: prof. dr. Marija Sollner Dolenc, mag. farm. 
Članica komisije: asist. dr. Irena Prodan Ţitnik, mag. farm. 
I 
 
KAZALO 
KAZALO........................................................................................................................... I 
KAZALO SLIK ............................................................................................................... III 
KAZALO PREGLEDNIC ................................................................................................. V 
POVZETEK .................................................................................................................. VII 
ABSTRACT ................................................................................................................... IX 
SEZNAM OKRAJŠAV .................................................................................................. XI 
1. Uvod ...........................................................................................................................1 
1.1 Biološka zdravila .................................................................................................1 
1.1.1 Delitev bioloških zdravil ...............................................................................1 
1.1.2 Monoklonska protitelesa ...............................................................................2 
1.1.3 Primerjava bioloških zdravil s klasičnimi ......................................................3 
1.1.4 Biološka podobna zdravila ............................................................................4 
1.1.5 Načini aplikacije bioloških zdravil ................................................................5 
1.1.6 Seznam najpogosteje prodajanih bioloških zdravil z indikacijami in dodanimi 
pomoţnimi snovmi .....................................................................................................6 
1.2 Liofilizacija .........................................................................................................7 
1.2.1 Zamrzovanje .................................................................................................8 
1.2.2 Primarno sušenje...........................................................................................9 
1.2.2.1 Agresivno sušenje ................................................................................ 10 
1.2.3 Sekundarno sušenje..................................................................................... 10 
1.2.4 Pomoţne snovi pri liofilizaciji .................................................................... 11 
1.3 Diferenčna dinamična kalorimetrija ................................................................... 14 
2. Namen dela ............................................................................................................... 16 
3. Materiali in metode ................................................................................................... 17 
3.1 Materiali in oprema ............................................................................................ 17 
3.1.1 Materiali ..................................................................................................... 17 
II 
 
3.1.2 Oprema ....................................................................................................... 17 
3.2 Metode .............................................................................................................. 17 
3.2.1 Diferenčna dinamična kalorimetrija ............................................................ 17 
3.2.1.1 Priprava raztopin za analizo ................................................................. 17 
3.2.1.2 Analiza raztopin pomoţnih snovi ......................................................... 18 
3.2.1.3 Analiza liofilizatov .............................................................................. 19 
3.2.1.4 Analiza liofiliziranih vzorcev s proteinom in rekonstituiranih raztopin . 19 
3.2.2 Priprava raztopin za liofilizacijo.................................................................. 20 
3.2.3 Liofilizacija ................................................................................................ 20 
4. Rezultati in razprava ................................................................................................. 23 
4.1 Termične lastnosti zamrznjenih vodnih raztopin polnila (glicin) in stabilizatorjev
 23 
4.2 Termične lastnosti zamrznjenih vodnih raztopin glicina z dodanim stabilizatorjem
 26 
4.3 Liofilizacija formulacij stabilizatorjev in njihovih zmesi z glicinom ................... 33 
4.4 Vizualno vrednotenje liofilizatov ....................................................................... 35 
4.5 Termične lastnosti liofiliziranih formulacij stabilizatorjev in njihovih zmesi z 
glicinom ....................................................................................................................... 39 
4.6 Termične lastnosti formulacij z dodanim proteinom ........................................... 46 
5. Sklep ........................................................................................................................ 49 
6. Literatura .................................................................................................................. 51 
 
 
 
  
III 
 
KAZALO SLIK 
Slika 1: Fazni diagram vode (22). .......................................................................................8 
Slika 2: Razmerje med tlakom v komori, temperaturo polic, temperaturo produkta ter 
hitrostjo sublimacije (23). ..................................................................................................9 
Slika 3: Shema strukture ustrezne in neustrezne pogače (22). ........................................... 13 
Slika 4: Shema razporeditve vial na pladnju za liofilizacijo. ............................................. 22 
Slika 5: DSC krivulje segrevanja 20-% (m/m) vodnih raztopin posameznih pomoţnih snovi 
(glicin, saharoza, trehaloza dihidrat, PVP 10.000, PVP 40.000, PEG 4.000, β-ciklodekstrin, 
sorbitol). .......................................................................................................................... 24 
Slika 6: DSC krivulje segrevanja zamrznjenih vodnih raztopin zmesi glicina in saharoze v 
različnih masnih razmerjih. .............................................................................................. 26 
Slika 7: DSC krivulje segrevanja zamrznjenih vodnih raztopin zmesi glicina in trehaloze v 
različnih masnih razmerjih. .............................................................................................. 27 
Slika 8: DSC krivulje segrevanja zamrznjenih vodnih raztopin zmesi glicina in β-
ciklodekstrina v različnih masnih razmerjih. .................................................................... 28 
Slika 9: DSC krivulje segrevanja zamrznjenih vodnih raztopin zmesi glicina in PVP 10.000 
v različnih masnih razmerjih. ........................................................................................... 30 
Slika 10: DSC krivulje segrevanja zamrznjenih vodnih raztopin zmesi glicina in PVP 
40.000 v različnih masnih razmerjih. ................................................................................ 31 
Slika 11: Procesni graf liofilizacijskega cikla. .................................................................. 33 
Slika 12: Primer sprejemljive pogače – glicin : PEG 4.000 = 6 : 1. ................................... 36 
Slika 13: Primer razpokane površine – glicin : PVP 10.000 = 6 : 1 (A)  ter glicin : PVP 
40.000 = 5 : 2 (B). ............................................................................................................ 37 
Slika 14: Primer skrčene pogače – glicin : trehaloza dihidrat = 1 : 6. ................................ 37 
Slika 15:Primer kolapsa – glicin : sorbitol = 1 : 6. ............................................................ 38 
Slika 16: DSC krivulje segrevanja liofiliziranih posameznih pomoţnih snovi (glicin, 
saharoza, trehaloza, PVP 10.000, PVP 40.000, PEG 4.000, β-ciklodekstrin, sorbitol). ...... 39 
Slika 17: DSC krivulje segrevanja liofiliziranih zmesi glicina in saharoze v različnih 
masnih razmerjih.............................................................................................................. 40 
Slika 18: DSC krivulje segrevanja liofiliziranih zmesi glicina in trehaloze dihidrat v 
različnih masnih razmerjih. .............................................................................................. 41 
IV 
 
Slika 19: DSC krivulje segrevanja liofiliziranih zmesi glicina in sorbitola v različnih 
masnih razmerjih.............................................................................................................. 42 
Slika 20: DSC krivulje segrevanja liofiliziranih zmesi glicina in PVP 10.000 v različnih 
masnih razmerjih.............................................................................................................. 43 
Slika 21: DSC krivulje segrevanja liofiliziranih zmesi glicina in PVP 40.000 v različnih 
masnih razmerjih.............................................................................................................. 44 
Slika 22: DSC krivulje segrevanja liofiliziranih formulacij pomoţnih snovi s proteinom.  . 46 
Slika 23: DSC krivulje segrevanja rekonstituiranih vzorcev s proteinom. ......................... 47 
 
 
  
V 
 
KAZALO PREGLEDNIC 
Preglednica I: Seznam najpogosteje prodajanih bioloških zdravil za intravensko aplikacijo.
 ..........................................................................................................................................6 
Preglednica II: Sestava vodnih raztopin zmesi glicina in stabilizatorja.............................. 18 
Preglednica III: Sestava vodnih raztopin zmesi glicina in stabilizatorja, ki smo jih 
liofilizirali. ....................................................................................................................... 20 
Preglednica IV: Pogoji liofilizacijskega cikla. .................................................................. 21 
Preglednica V: Legenda za oznake na sliki 4. ................................................................... 22 
Preglednica VI: Tg' in Cp različnih koncentracij zamrznjenih vodnih raztopin saharoze.23 
Preglednica VII: Tg' in Cp vodnih raztopin posameznih pomoţnih snovi ter podatki o Tg' 
iz literature. ...................................................................................................................... 24 
Preglednica VIII: Tg' in Cp vodnih raztopin zmesi glicina in saharoze v različnih masnih 
razmerjih. ......................................................................................................................... 26 
Preglednica IX: Tg' in Cp vodnih raztopin zmesi glicina in trehaloze v različnih masnih 
razmerjih. ......................................................................................................................... 28 
Preglednica X: Tg' in ΔCp vodnih raztopin zmesi glicina in β-ciklodekstrina v različnih 
masnih razmerjih.............................................................................................................. 29 
Preglednica XI: Tg' in Cp vodnih raztopin zmesi glicina in sorbitola v različnih masnih 
razmerjih. ......................................................................................................................... 29 
Preglednica XII: Tg' in Cp vodnih raztopin zmesi glicina in PEG 4.000 v različnih 
masnih razmerjih.............................................................................................................. 30 
Preglednica XIII: Tg' in Cp vodnih raztopin zmesi glicina in PVP 10.000 v različnih 
masnih razmerjih.............................................................................................................. 31 
Preglednica XIV: Tg' in Cp vodnih raztopin zmesi glicina in PVP 40.000 v različnih 
masnih razmerjih.............................................................................................................. 32 
Preglednica XV: Makroskopsko vrednotenje videza liofilizatov. ...................................... 35 
Preglednica XVI: Tg in Cp liofiliziranih posameznih pomoţnih snovi (glicin, saharoza, 
trehaloza, PVP 10.000, PVP 40.000, PEG 4.000, β-ciklodekstrin, sorbitol). ..................... 39 
Preglednica XVII: Tg in Cp liofiliziranih zmesi glicina in saharoze v različnih masnih 
razmerjih. ......................................................................................................................... 40 
Preglednica XVIII: Tg in Cp liofiliziranih zmesi glicina in trehaloze dihidrat v različnih 
masnih razmerjih.............................................................................................................. 41 
VI 
 
Preglednica XIX: Tg in Cp liofiliziranih zmesi glicina in sorbitola v različnih masnih 
razmerjih. ......................................................................................................................... 42 
Preglednica XX: Tg in Cp liofiliziranih zmesi glicina in PVP 10.000 v različnih masnih 
razmerjih. ......................................................................................................................... 43 
Preglednica XXI: Tg in Cp liofiliziranih zmesi glicina in PVP 40.000 v različnih masnih 
razmerjih. ......................................................................................................................... 44 
Preglednica XXII: Tg in Cp liofiliziranih formulacij pomoţnih snovi s proteinom. ........ 46 
Preglednica XXIII: Tg' in Cp rekonstituiranih liofiliziranih formulacij pomoţnih snovi s 
proteinom......................................................................................................................... 47 
 
  
VII 
 
POVZETEK 
Liofilizacijo oz. sušenje z zamrzovanjem uporabljamo za povečanje stabilnosti proteinskih 
zdravilnih učinkovin. Na ta način upočasnimo kemijske in fizikalne procese, omogočimo 
laţje rokovanje z zdravilom ter olajšamo transport. 
Ker je liofilizacija stroškovno in časovno potraten proces, lahko z načrtovanjem ustrezne 
formulacije cikel skrajšamo in tako povečamo ekonomičnost procesa. Zaradi obremenitev 
proteinske zdravilne učinkovine z nizkimi temperaturami in nizkim tlakom med procesom 
mora formulacija poleg zdravilne učinkovine vsebovati pomoţne snovi, ki jo bodo zaščitile 
pred temi vplivi in tudi kasneje med procesom transporta in shranjevanjem. 
V okviru magistrske naloge smo izdelali formulacije s polnilom v kristalinični obliki 
(glicin) in različnimi stabilizatorji. Uporabili smo saharozo, trehalozo dihidrat, β-
ciklodekstrin, sorbitol, PEG 4.000, PVP 10.000 in PVP 40.000. Proučevali smo, ali lahko 
saharozo nadomestimo z drugim stabilizatorjem. Vodne raztopine zmesi glicina in 
stabilizatorja v razmerjih 6 : 1, 5 : 2 in 1 : 6 (v koncentracijah 0,1 g/mL oz. 0,2 g/mL) smo 
analizirali z diferenčno dinamično kalorimetrijo, s katero smo izmerili temperaturo 
steklastega prehoda maksimalno koncentrirane zamrznjene raztopine (Tg'). Višje Tg' 
omogočajo krajši čas primarnega sušenja in tako prispevajo h krajšemu liofilizacijskemu 
ciklu. Formulacije smo izpostavili agresivnemu liofilizacijskemu ciklu (temperatura 
produkta med primarnim sušenjem je presegla Tg') in ovrednotili proces s pomočjo 
procesnega grafa in vizualnega pregleda liofilizatov. Tudi liofilizate smo analizirali z 
diferenčno dinamično kalorimetrijo in jim izmerili temperaturo steklastega prehoda (Tg). 
Na koncu smo izmerili Tg liofilizatov z modelno proteinsko učinkovino ter Tg' po 
rekonstituciji liofilizatov in s tem preverili vpliv proteina na termične lastnosti formulacij.  
Formulacije s proteinom so bile pripravljene s saharozo v koncentracijah 20 in 30 mg/mL 
ter z glicinom in saharozo v razmerjih 1 : 2 (v koncentraciji 20 mg/mL)  in 2 : 1 
(v koncentraciji 30 mg/mL)  . 
Rezultati so pokazali, da imajo vse analizirane formulacije zmesi, pri katerih smo zaznali 
Tg', le-to višjo od zmesi glicina in saharoze. Prav tako vodne raztopine vseh zmesi razen 
glicina in sorbitola v razmerju 1 : 6 po liofilizaciji tvorijo pogačo sprejemljivega videza. Po 
merjenju Tg liofilizatov smo ugotovili, da je najprimernejša pomoţna snov za 
nadomestitev saharoze v formulacijah za liofilizacijo PVP 10.000, saj ima višje Tg' kot 
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saharoza in izkazuje visoke Tg liofilizatov. Glede na visoke izmerjene Tg' bi lahko v 
formulacijah s proteinom  uporabili tudi β-ciklodekstrin, kljub temu da Tg pri analizi 
liofilizatov nismo zaznali. Prav tako Tg nismo zaznali pri zmeseh glicina s PEG 4.000, a 
liofilizati sprejemljivega videza nakazujejo na stabilnost formulacij. 
Meritve formulacij z dodano proteinsko učinkovino so pokazale zvišanje Tg in s tem 
napoved boljše stabilnosti v času shranjevanja, a hkrati zniţan Tg', kar lahko pomeni daljši 
liofilizacijski cikel, saj je potrebna daljša faza primarnega sušenja, to pa lahko vpliva na 
stabilnost formulacij med procesom liofilizacije.  
 
Ključne besede: liofilizacija, pomoţne snovi, biološka zdravila, DSC, temperatura 
steklastega prehoda maksimalno koncentrirane zamrznjene raztopine (Tg') 
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ABSTRACT 
Lyophilization or freeze-drying is used to increase the stability of protein active 
ingredients. In this way, we slow down the chemical and physical processes, facilitate the 
handling of the drug and facilitate transport. 
Since lyophilization is a cost-effective and time-consuming process, by designing the 
appropriate formulation, the cycle can be shortened to increase the cost-effectiveness of the 
process. Due to the burden of protein active ingredient on the low-temperature and low-
pressure during the process the formulation must also contain, in addition to the active 
ingredient, excipients that will protect it from these effects and also later during the 
transport and storage. 
Within the master's thesis, formulations with crystalline bulking agent glycine and various 
stabilizers were made. We used: sucrose, trehalose dihydrate, β-cyclodextrin, sorbitol, PEG 
4.000, PVP 10.000 and PVP 40.000. We studied whether the sucrose can be replaced by 
another stabilizer. Aqueous solutions of a mixture of glycine and stabilizer in 6 : 1, 5 : 2 
and 1 : 6 ratios (at a concentration of 0,1 mg/mL or 0,2 mg/mL) were analyzed by 
differential dynamic calorimetry to measure the glass transition temperature of the 
maximum concentrated frozen solution (Tg'). Higher Tg' allows a shorter primary drying 
time and thus contribute to a shorter lyophilization cycle. The formulations were exposed 
to the aggressive lyophilization cycle (the product temperature during primary drying 
exceeded Tg') and the process was evaluated through the process graph and a visual 
examination of lyophilizates. The lyophilizates were also analyzed by differential dynamic 
calorimetry and the glass transition temperature (Tg) was measured. Finally, we measured 
the Tg of the lyophilizates containing model protein ingredient and Tg' after the 
reconstitution of lyophilizates, thereby checking the effect of the protein on the thermal 
properties of the formulations. Protein formulations were prepared with sucrose at 
concentrations of 20 and 30 mg/mL and with glycine and sucrose in ratios of 1 : 2 (at a 
concentration of 20 mg/mL) and 2 : 1 (at a concentration of 30 mg/mL). 
The results showed that all of the analyzed formulations of the mixtures in which Tg' were 
detected they were higher than the mixture of glycine with sucrose. Similarly, aqueous 
solutions of all mixtures other than glycine and sorbitol in a ratio of 1 : 6 after 
lyophilization form an acceptable cake appearance. After measurement of Tg of 
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lyophilizates, PVP 10.000 was found to be the most optimal excipient for the replacement 
of sucrose in lyophilization formulations, because it has higher Tg' than sucrose and high 
Tg of lyophilizates. Depending on the high measured Tg', β-cyclodextrin could also be 
used in protein formulations, although Tg was not detected in the analysis of lyophilizates. 
We also did not detect Tg in mixtures of glycine and PEG 4,000, but lyophilizates of 
acceptable appearance suggest a stability of these formulations. 
Measurements of the added protein-formulated formulations showed an increase in Tg and 
thus a prediction of better stability during storage, but at the same time decreased Tg', 
which could mean a longer lyophilization cycle, since a longer phase of primary drying is 
required, which may affect the stability of the formulations during the lyophilization 
process. 
 
Key words: lyophlilization, excipients, biologic drugs, DSC, glass transition temperature 
of maximally freeze concentrated solution (Tg') 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
DSC – diferenčna dinamična kalorimetrija (ang. differential scanning calorimetry) 
mAb – monoklonska protitelesa 
PAS – površinsko aktivna snov 
PEG – polietilen glikol 
PVP – polivinilpirolidon 
Tc – temperatura kolapsa 
Tg – temperatura steklastega prehoda 
Tg' – temperatura steklastega prehoda maksimalno koncentrirane zamrznjene raztopine  
ZU – zdravilna učinkovina 
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1. UVOD 
1.1 Biološka zdravila 
Biološka zdravila definiramo po naslednji definiciji: »Biološko zdravilo je zdravilo, ki kot 
učinkovino vsebuje biološko snov ali snov, pridobljeno s postopkom, ki vključuje biološke 
sisteme. Biološka snov je tista, ki je pridobljena iz ali z uporabo biološkega vira in ki za 
določitev kakovosti potrebuje kombinacijo fizikalno-kemijskega in biološkega 
preskušanja, skupaj s postopkom proizvodnje in nadzorom nad njim. To so na primer 
zdravila, proizvedena z biološkim ali biotehnološkim postopkom, vključno s celičnimi 
kulturami in podobno« (1). 
Uporabljamo jih pri zdravljenju raka, avtoimunskih bolezni, hepatitisa B in C, 
nadomeščajo primanjkljaj človeku lastnih hormonov, so faktorji strjevanja krvi, 
trombolitiki, cepiva in druge učinkovine (2). 
 
1.1.1 Delitev bioloških zdravil 
Biološka zdravila lahko razdelimo na tradicionalna, ki so pridobljena z izolacijo 
(učinkovine iz ţivali, rastlin in človeške krvi), in klasično fermentorsko biotehnologijo 
(antibiotiki, steroidi), ter na sodobna biološka zdravila, ki so pridobljena s pomočjo 
rekombinatne tehnologije DNA oz. hibridomsko tehnologijo (3). 
Biološka zdravila delimo na pet večjih skupin (3, 4): 
a) Biološka zdravila, pridobljena z izolacijo 
V to skupino uvrščamo naravne človeške in ţivalske hormone, učinkovine iz rastlin 
(sekundarni metaboliti, npr. alkaloidi, flavonoidi) ter rastlinskih in ţivalskih posušenih 
delov. Sem spadajo tudi kri in krvni proizvodi (dejavniki strjevanja krvi, izolirani 
imunoglobulini) ter klasična cepiva. 
b) Biološka zdravila, pridobljena s sintezo 
V tej skupini so sintezni peptidi, ki jih, kljub sintezni poti proizvodnje, uvrščamo med 
biološka zdravila zaradi zgradbe učinkovine in področij zdravljenja. Pridobimo jih 
lahko na dva načina, in sicer s pomočjo tehnologije rekombinantne DNA ali s pomočjo 
sinteze na trdnih nosilcih. 
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c) Genska zdravila 
Tudi genske učinkovine spadajo med biološka zdravila. V telo vnesemo genski 
segment, ki deluje kot osnova za biosintezo proteina ali vpliva na regulacijo izraţanja 
gena. Pri tem pride do aktivacije ali utišanja humanih genov, kar vodi do preprečitve 
prepisovanja ali prevajanja. Gene običajno vnesemo s pomočjo virusnih vektorjev, 
razvijajo pa se tudi druge poti vnosa. 
d) Monoklonska protitelesa 
Sem spadajo mišja protitelesa, proizvedena s klasično hibridomsko biotehnologijo. S 
pomočjo tehnologije rekombinantne DNA so izdelana himerna monoklonska 
protitelesa, ki imajo konstantno regijo iz človeškega aminokislinskega zaporedja, 
variabilno pa iz mišjega. Humanizirana monoklonska protitelesa imajo še manj 
mišjega zaporedja (okrog 15 %). Popolnoma humana protitelesa so izdelana s pomočjo 
tehnologije bakteriofagnega prikaza oz. transgenih miši. Ta protitelesa imajo najniţjo 
verjetnost pojava imunogenosti. 
V to skupino sodijo tudi fuzijski proteini, saj imajo podobno delovanje in področje 
delovanja, čeprav niso monoklonska protitelesa. 
e) Rekombinantna biološka zdravila (biotehnološka zdravila) 
Ta zdravila predstavljajo največjo skupino sodobnih bioloških zdravil, imenovanih tudi 
biotehnološka zdravila. Sem sodijo rekombinantni hormoni, encimi, dejavniki 
strjevanja krvi in tudi rekombinantna cepiva (3, 4). 
 
1.1.2 Monoklonska protitelesa 
Protitelesa ali imunoglobulini (Ig) so glikozilirani globularni proteini z molekulsko maso 
nad 150 kDa in so del imunskega odziva. Prisotni so v krvi, tkivnih tekočinah in telesnih 
izločkih (npr. sluz, urin, materino mleko). Njihova simetrična struktura spominja na črko 
Y. Sestavljena so iz dveh teţkih in dveh lahkih polipeptidnih verig. Glede na vrsto teţke 
verige protitelesa razdelimo na pet razredov (G, M, A, D, E), te pa naprej na podrazrede. 
Teţko in lahko verigo sestavljajo konstantna in variabilna območja. Konstantna območja 
imajo znotraj protiteles iste vrste podobno aminokislinsko sestavo (3, 4). 
Imunski sistem se odzove na vdor mikroorganizmov po stiku tujega antigena s protitelesi 
na površini limfocitov B. Ti se začnejo deliti in diferencirati in tako nastanejo plazmatke in 
spominske celice. Plazmatke začnejo izdelovati specifična protitelesa za antigen, 
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spominske celice pa zagotavljajo hitrejši imunski odziv na ponovni stik z istim antigenom 
(3). Vsak klon limfocita B proizvaja eno vrsto protiteles, pri imunskem odzivu pa se 
aktivira več limfocitov B, ki proizvajajo različna protitelesa proti različnim antigenom. To 
so poliklonska protitelesa ter imajo različno specifičnost in afiniteto za antigen. 
Monoklonska protitelesa (mAb) so pridobljena iz enega samega klona limfocita B in so 
usmerjena proti enemu samemu antigenu (so monospecifična in monoafinitetna). 
Najpogosteje jih uporabljamo pri diagnostiki ter zdravljenju rakavih in avtoimunskih 
boleznih, infekcijskih boleznih, endokrinoloških preiskavah ter pri pripravi cepiv (3, 4). 
 
1.1.3 Primerjava bioloških zdravil s klasičnimi 
Biološka zdravila se od klasičnih zdravil precej razlikujejo. Običajno so to proteinske 
molekule ali nukleinske kisline z veliko molekulsko maso in kompleksno tridimenzionalno 
zgradbo. Če polipeptidno verigo sestavlja do 40 aminokislin, govorimo o peptidih, če je pa 
aminokislin več, učinkovino uvrščamo med proteine. Sintezna učinkovina nizke 
molekulske mase je tako velika kot posamezna aminokislina, torej so proteini običajno 
stokrat oz. večstokrat večji od njih. Zaradi svoje velikosti ima lahko proteinska molekula v 
prostoru veliko oblik, a je kljub temu za delovanje optimalna le ena, in sicer nativna (3). 
Proizvodnja rekombinantnih bioloških zdravil je veliko bolj kompleksna kot sinteza 
majhnih učinkovin, saj se pri prvi uporabljajo ţivi organizmi oz. mikroorganizmi, kar 
vpliva na stopnjo kakovosti končnega proizvoda. Od procesa proizvodnje je namreč 
odvisen odziv proizvodnih celic na okolje, kar lahko vpliva na strukturo učinkovine in 
posledično na delovanje (3).   
Biološka zdravila so potencialno imunogena, saj lahko po vnosu v organizem izzovejo 
imunski odziv. Zato morajo biti vse stopnje od načina proizvodnje, nadzora procesa, 
oblikovanja končnega zdravila in njegovega shranjevanja optimirane in validirane. Če se 
namreč izpostavijo hidrofobne aminokisline, ki so običajno v notranjosti proteina in se 
nativna oblika proteina spremeni, lahko pride do tvorbe specifičnih protiteles proti 
spremenjeni učinkovini v telesu. Ta novonastala protitelesa lahko zmanjšajo delovanje 
bioloških zdravil. Lahko pa nastanejo tudi nevtralizirajoča protitelesa, ki uničijo delovanje 
vnesenega biološkega zdravila in hkrati uničijo delovanje endogenega proteina (3, 4). 
Pri proizvodnji majhnih sinteznih učinkovin nam različne poti sinteze dajo farmacevtsko 
čisto zdravilno učinkovino (ZU), ki se glede na postopek ne razlikuje. Pri pridobivanju 
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bioloških učinkovin pa je za ustrezno zgradbo in delovanje le-teh ključen proces 
proizvodnje. V proces so vključene ţive celice, katerih izbira je odvisna od proizvajalca 
biološkega zdravila. Na končni produkt vpliva tudi medij za rast celic, temperatura, pH in 
drugi parametri. Vse to vodi do specifične biološke molekule, ki se v strukturi deloma 
razlikuje od biološke molekule, ki je proizvedena pri drugem proizvajalcu na podoben 
način (3).  
 
1.1.4 Biološka podobna zdravila 
Originatorsko (inovativno) zdravilo je tisto, ki prvo pridobi dovoljenje za promet. To je 
takrat, ko so opravljeni vsi postopki preizkušanja kakovosti, varnosti in učinkovitosti 
zdravila. Kakovost je dokazana s farmacevtskimi, kemijskimi, biološkimi in 
mikrobiološkimi analizami, varnost s farmakološko-toksikološkimi preizkušanji na ţivalih, 
učinkovitost pa s kliničnimi študijami na zdravih prostovoljcih in na bolnikih. Ko 
originatorskemu zdravilu poteče patentna zaščita, lahko na trg pride generično zdravilo, ki 
vsebuje enako ZU v enaki farmacevtski obliki in jakosti kot originatorsko zdravilo in se od 
njega ne razlikuje po kakovosti, varnosti in učinkovitosti. Dokazana mu mora biti 
bioekvivalenca, imeti mora enako biološko uporabnost kot originatorsko zdravilo, torej 
hitrost in obseg absorpcije ZU z mesta dajanja v centralni krvni obtok (3, 4). 
Glede na navedeno lahko trdimo, da pri bioloških zdravilih ni generičnih zdravil, saj je pri 
njih od procesa odvisno, kakšno bo to biološko zdravilo. Ţe minimalne spremembe v 
proizvodnji lahko vodijo do sprememb v zgradbi učinkovine, zato je izredno teţko izdelati 
biološko zdravilo z isto zgradbo, kot jo ima originatorsko zdravilo. Po poteku patentnih 
pravic se po registraciji na trgu lahko pojavijo t. i. biološka podobna zdravila oz. biološko 
primerljiva zdravila (ang. biosimilars). Le-ta morajo izkazovati kakovost, varnost in 
učinkovitost, primerljivo inovativnemu zdravilu. Klinične raziskave pri bioloških podobnih 
zdravilih so manj obseţne kot pri inovativnih in potekajo po principu »od primera do 
primera«.  Uvedba bioloških podobnih zdravil tako omogoča niţje stroške zdravljenja z 
biološkimi zdravili (3, 4). 
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1.1.5 Načini aplikacije bioloških zdravil 
Klasične ZU nizke molekulske mase najpogosteje v organizem vnašamo peroralno in z 
drugimi načini aplikacije (npr. topikalno, rektalno, inhalacije), medtem ko pri bioloških 
učinkovinah prevladuje parenteralna aplikacija z injiciranjem (intravenska, 
intramuskularna, subkutana) (3, 4). Ker je parenteralni vnos invaziven, zahteva večkratno 
odmerjanje in višje stroške zdravljenja, pri čemer je komplianca bolnikov slaba, 
raziskujejo nove poti neparenteralnih aplikacij bioloških zdravil.  
Peroralni vnos je pri bioloških učinkovinah omejen, saj so biološke molekule zaradi 
razmer v prebavnem traktu nestabilne (pH, encimi), obseg absorpcije pa je majhen zaradi 
visoke molekulske mase učinkovine. Velikost in hidrofilnost molekul pa oteţujeta tudi 
prehod molekul skozi biološke membrane in na mesto delovanja. Tudi metabolizem prvega 
prehoda in hitro izločanje skozi ledvice skrajšujeta razpolovni čas učinkovin, apliciranih 
peroralno (3, 4). 
Drugo mesto pri komplianci bolnikov zaseda transdermalna aplikacija bioloških zdravil. 
Ovira pri tej vrsti aplikacije je bariera, ki jo predstavlja roţena plast koţe. Ta omogoča 
prehod le majhnim in lipofilnim molekulam, zato so potrebni dodatni pristopi za povečan 
prehod (npr. iontoforeza, elektroporacija, mikroigle, kemijski pospeševalci absorpcije). Ti 
pristopi pa koţo poškodujejo, draţijo ali izzovejo imunski odziv, primerni pa so le za 
majhne odmerke. Površina absorpcije je namreč omejena, po prehodu roţene plasti pa 
makrofagi in celice imunskega odziva dodatno zmanjšajo biološko uporabnost bioloških 
zdravil (3, 4). 
Pulmonalna aplikacija zagotavlja največjo biološko uporabnost  bioloških zdravil med 
neparenteralnimi načini aplikacije. Lokalno lahko dostavimo visoke odmerke z zmanjšano 
verjetnostjo za sistemske neţelene učinke. ZU se pri pulmonalnem vnosu hitro absorbirajo 
v sistemski krvni obtok in se izognejo metabolizmu prvega prehoda, ki je teţava pri 
peroralnem vnosu. Delci biološkega zdravila morajo biti ustrezne velikosti, da doseţejo 
spodnje dihalne poti. Prav tako morajo preiti bariero alveolarnega epitelija, da pridejo v 
krvni obtok (3, 4). 
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1.1.6 Seznam najpogosteje prodajanih bioloških zdravil z indikacijami in 
dodanimi pomoţnimi snovmi 
Preglednica I prikazuje najpogosteje prodajana biološka zdravila v ZDA in Evropi (5, 6). 
Med pomoţnimi snovmi prevladujejo trehaloza in saharoza kot stabilizatorja, polisorbat 20 
in 80 kot površinsko aktivni snovi ter predvsem fosfatni pufri.  
 
Preglednica I: Seznam najpogosteje prodajanih bioloških zdravil za intravensko aplikacijo. 
Biološko zdravilo 
(lastniško ime, 
zdravilna 
učinkovina) 
Indikacije Pomoţne snovi 
Humira, 
adalimumab 
revmatoidni artritis, 
psoriaza, Chronova bolezen, 
uveitis (7) 
manitol, polisorbat 80 
Remicade, 
infliksimab 
revmatoidni artritis, 
Chronova bolezen, ulcerozni 
kolitis, ankilozirajoči 
spondilitis, psoriatični 
artritis, psoriaza (8) 
saharoza, polisorbat 80, natrijev 
dihidrogenfosfat, natrijev 
hidrogenfosfat 
Rituxan, 
rituksimab 
 
ne-Hodgkinov limfom, 
kronična limfocitna 
levkemija, revmatoidni 
artritis, granulomatoza s 
poliangiitisom in 
mikroskopski poliangiitis (9) 
natrijev klorid, polisorbat 80, natrijev 
citrat dihidrat 
Enbrel, 
etanercept 
revmatoidni artritis, 
juvenilni idiopatski artritis, 
aksialni spondilartritis 
ankilozirajoči spondilitis, 
radiografsko nezaznavni 
aksialni spondilartritis, 
psoriaza v plakih (10) 
manitol, saharoza, Tris (hidroksimetil) 
aminometan 
Lantus, insulin 
glargin 
diabetes mellitus (11) cinkov klorid, metakrezol, glicerol, 
klorovodikova kislina, natrijev 
hidroksid, polisorbat 20 
Avastin, 
bevaciumab 
rak debelega črevesja in 
danke, rak dojk, 
nedrobnocelični rak pljuč, 
rak ledvičnih celic, 
epitelijski rak jajčnikov, rak 
materničnega vratu (12) 
trehaloza dihidrat, natrijev fosfat, 
polisorbat 20 
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1.2 Liofilizacija 
Liofilizacija ali sušenje z zamrzovanjem je metoda, ki jo uporabljamo za povečanje 
stabilnosti zdravil, še posebej proteinskih. Z liofilizacijo molekul upočasnimo oz. ustavimo 
fizikalne (npr. agregacija, precipitacija) in kemijske (npr. deamidacija, oksidacija) 
razpadne reakcije ter tako omogočimo dolgotrajno stabilnost. Prav tako z liofiliziranim 
zdravilom laţje rokujemo ter zagotovimo laţji transport in shranjevanje. 
V farmaciji jo uporabljamo za izdelavo praškov za pripravo injekcij, infuzij in kapljic za 
oči, za čiščenje proteinov,  pripravo reagentov ter za proizvodnjo bioloških zdravil. Vodo v 
vzorcu odstranimo pri nizki temperaturi in nizkem tlaku oz. vakuumu. 
Metoda obsega tri faze: (a) zamrzovanje, pri katerem se raztopina loči na led ter 
koncentrirano raztopino topljencev, (b) primarno sušenje, pri katerem led odstranimo s 
sublimacijo ter (c) sekundarno sušenje, s katerim odstranimo preostalo vodo z desorpcijo  
(18, 19, 20, 21). 
 
 
 
Herceptin, 
trastuzumab 
metastatski ali zgodnji rak 
dojk, metastatski rak ţelodca 
(13) 
rekombinantna humana hialuronidaza 
(rHuPH20), L-histidinijev korid 
monohidrat, L-histidin, α,α-trehaloza 
dihidrat, L-metionin, polisorbat 20 
Neulasta, 
pegfilgrastim 
skrajšanje trajanja 
nevtropenije in incidence 
febrilne nevtropenije (14) 
natrijev acetat, sorbitol, polisorbat 20 
Lucentis, 
ranibizumab 
zdravljenje neovaskularne 
(vlaţne) oblike starostne 
degeneracije makule, 
zdravljenje okvare vida (15) 
α,α- trehaloza dihidrat, histidinijev 
klorid monohidrat, histidin, polisorbat 
20 
Avonex, 
interferon beta-1a 
ponavljajoča se multipla 
skleroza (16) 
humani serumski albumin, natrijev 
hidrogenfosfat, natrijev 
dihidrogenfosfat, natrijev klorid 
NovoRapid, 
insulin aspart 
sladkorna bolezen (17) glicerol, fenol, metakrezol, cinkov 
klorid, natrijev hidrogenfosfat 
dihidrat, natrijev klorid, 
klorovodikova kislina, natrijev 
hidroksid 
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1.2.1 Zamrzovanje 
Zamrzovanje je prva faza liofilizacije, pri kateri se večina vode loči od topljencev. Pri tem 
najprej poteka ohlajanje raztopine, dokler se pri ustrezni temperaturi podhladitve ne pojavi 
nukleacija ter nato rast kristalov ledu. Ta temperatura je običajno 10 do 15 °C niţja od 
temperature trojne točke vode (slika 1). 
 
Slika 1: Fazni diagram vode (22). 
V heksagonalno strukturo kristalov ledu se topljenci ne morejo vključiti, zato se 
koncentrirajo med kristali ledu v maksimalno koncentrirani zamrznjeni raztopini. 
Viskoznost te raztopine se povečuje do kritične koncentracije, pri temperaturi steklastega 
prehoda maksimalno koncentrirane zamrznjene raztopine (Tg') pa preide iz tekočega v 
steklasto stanje. Če do te ločitve faz med kristali ledu in zamrznjeno raztopino ne pride, 
liofilizacija ni moţna (18, 20, 21). 
Za laţjo sublimacijo vodne pare pri primarnem sušenju morajo biti kristali ledu veliki in 
široki ter se razprostirati od dna proti površini, da je zagotovljena optimalna struktura za 
migracijo pare pri primarnem sušenju (19).  
Fazi zamrzovanja lahko sledi dodaten korak temperiranja (ang. annealing), pri katerem 
temperaturo dvignemo 10–20 °C nad Tg', a še vedno pod temperaturo evtektičnega taljenja 
ter jo vzdrţujemo nekaj ur in vzorce nato ponovno zamrznemo. S tem korakom vplivamo 
na velikost kristalov ledu, posledično pa tudi na velikost por, skozi katere izhaja para pri 
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kasnejši sublimaciji. Kljub daljši fazi zamrzovanja, ta dodaten korak omogoča skrajšanje 
časa primarnega sušenja ter tako tudi celotnega cikla liofilizacije (19, 21).  
 
1.2.2 Primarno sušenje 
Primarno sušenje je časovno in energijsko najbolj potraten del liofilizacijskega cikla. V 
fazi primarnega sušenja s sublimacijo odstranimo nevezano vodo v obliki kristalov ledu, ki 
so nastali v fazi zamrzovanja (21). Sublimacija je neposredni prehod iz trdnega 
agregatnega stanja v plinasto, in sicer pri temperaturi in tlaku, ki sta niţja od trojne točke 
(Slika 1) (22). Začne se z zniţanjem tlaka in zvišanjem temperature polic v komori. Z 
obema parametroma lahko vplivamo na hitrost poteka primarnega sušenja ter tako 
posredno na celotno dolţino cikla (slika 2) (23). 
Višja temperatura produkta privede do hitrejšega poteka primarnega sušenja (povišanje 
temperature za 1 °C skrajša čas primarnega sušenja za 13 %), ne sme pa preseči 
temperature kolapsa Tc. Nad to temperaturo namreč liofilizirani produkt izgubi svojo 
makroskopsko strukturo in kolabira med liofilizacijo. Tc je običajno za 2–5 °C višja od Tg' 
(20). 
 
Slika 2: Razmerje med tlakom v komori, temperaturo polic, temperaturo produkta ter 
hitrostjo sublimacije (23). 
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1.2.2.1 Agresivno sušenje 
S sušenjem, pri katerem temperatura produkta doseţe ali preseţe Tc, lahko bistveno 
skrajšamo fazo primarnega sušenja. Ugotovili so, da kljub uvedbi agresivnejših pogojev 
dobimo produkt sprejemljivega videza z malo vidnim makroskopskim kolapsom oz. je 
kolaps opazen le na mikroskopskem nivoju (24). 
 
1.2.3 Sekundarno sušenje 
Običajno po fazi primarnega sušenja ostane v produktu še vedno pribliţno 5–20 % (m/m) 
nezamrznjene vode, ki jo odstranimo s sekundarnim sušenjem do ţelene vsebnosti vlage v 
končnem produktu, ki je običajno niţja od 1 % (20, 21). Vezano vodo odstranimo s 
procesom desorpcije, in sicer pri povišani temperaturi ter zniţanem tlaku (21).  
Temperatura polic je pri sekundarnem sušenju precej višja kot pri primarnem sušenju. 
Dvigovati jo moramo postopoma, saj lahko v nasprotnem primeru povzroči kolaps 
amorfnega produkta. Verjetnost kolapsa je največja na začetku sekundarnega sušenja, saj 
amorfen produkt vsebuje veliko rezidualne vlage in ima posledično nizko Tg'. Hitrost 
segrevanja polic je zato običajno 0,1–0,15 °C/min, lahko pa jo povečamo, ko produkt 
doseţe sobno temperaturo. Pri kristalnih produktih je ta hitrost lahko večja (0,3–
0,4 °C/min), saj je verjetnost kolapsa manjša (20). Prav tako se kristalni produkti laţje 
sušijo kot amorfni, zato je pri slednjih običajno potreben daljši čas sušenja in višja 
temperatura polic (20, 21). 
Za uspešno desorpcijo vlage do ţelene rezidualne vsebnosti mora biti produkt dovolj dolgo 
časa na povišani temperaturi, pri čemer mora biti temperatura produkta niţja od 
temperature steklastega prehoda suhega ogrodja (Tg). Običajno je dovolj 3–6 ur, saj hitrost 
desorpcije s časom pada. Boljše rezultate dobimo, če sekundarno sušenje poteka krajši čas 
pri višji temperaturi kot daljši čas pri niţji. Končna temperatura polic pri sekundarnem 
sušenju je običajno med 40 in 50 °C (20). 
Tlak v komori pri sekundarnem sušenju ne vpliva bistveno na hitrost desorpcije, zato je 
lahko enak kot pri primarnem sušenju ali pa ga malo zniţamo (20, 21). 
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1.2.4 Pomoţne snovi pri liofilizaciji 
Ker so proteini pri liofilizaciji izpostavljeni nizkemu tlaku in temperaturi, mora formulacija 
vsebovati pomoţne snovi, ki zaščitijo proteinsko ZU pred razpadom (25, 26). Obenem 
vplivajo na potek rekonstitucije suhega liofilizata, saj z dodatkom ustreznih pomoţnih 
snovi neposredno vplivamo na čas rekonstitucije oz. redispergiranja. 
Ločimo kemijsko in fizikalno nestabilnost proteinov. Kemijske reakcije vodijo do 
deaktivacije proteinske ZU in nastanka nove kemijske entitete. Poti razgradnje ZU so 
odvisne od vsebnosti vlage, pH, pomoţnih snovi in njihovih lastnosti, temperature. Da 
lahko preprečimo razgradnjo proteina, moramo poznati reakcije razgradnje. To so reakcije 
deamidacije, oksidacije, hidrolize, tvorba in razcep disulfidnih vezi ter Maillardova 
reakcija (4). 
K fizikalni nestabilnosti spadajo vse ostale spremembe, ki niso kemijske. Najpogostejša je 
denaturacija ali izguba urejene terciarne zgradbe pravilno zvitega proteina. Sem spadajo 
agregacija, fragmentacija, obarjanje in adsorpcija na površine (3, 4). 
Obe vrsti sprememb proteinov lahko privedeta do izgube sekundarne ali terciarne strukture 
(4).  
Stabilizatorji 
Stabilizatorji so snovi, ki ščitijo protein pred razpadom po kemijski ali fizikalni poti tako 
med liofilizacijo kot tudi kasneje med shranjevanjem. Ohranjajo aktivnost in nativno 
konformacijo proteinov (27). Kot najprimernejša stabilizatorja sta se izkazala disaharida 
saharoza in trehaloza, ki sta nereducirajoča sladkorja (28). Reducirajoči sladkorji, kot so 
glukoza, laktoza in maltoza, niso primerni stabilizatorji, saj s proteini vstopajo v 
Maillardovo reakcijo (18). Disaharidi lahko delujejo kot stabilizatorji proteinov po dveh 
mehanizmih. Z molekulami na površini proteina tvorijo vodikove vezi in s tem 
nadomestijo molekule vode, ki se odstranijo v fazi sušenja.  Lahko pa tvorijo steklo z zelo 
visoko viskoznostjo. Molekule ZU in vode se v tem viskoznem steklu imobilizirajo, to pa 
pomeni, da je za kakršne koli reakcije potrebna izjemno visoka aktivacijska energija (18). 
Trehaloza se je v primerjavi s saharozo izkazala primernejša pri stabilizaciji bioloških 
molekul med liofilizacijo, saj ima višjo Tg, niţjo higroskopnost, nima internih vodikovih 
vezi, kar omogoča fleksibilnejšo tvorbo vodikovih vezi s proteinom, ter ima zelo nizko 
kemijsko reaktivnost (29). 
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Poleg disaharidov pa lahko kot stabilizatorje uporabimo tudi poliole (npr. sorbitol), pri 
čemer so polioli z večjo molekulsko maso običajno boljši stabilizatorji kot tisti z manjšo.  
Polioli kaţejo odbojno interakcijo s proteinom in so prednostno izključeni iz površine 
proteina. To pomeni, da se odstranijo s površine proteina. Zato se tam nakopičijo molekule 
vode. Prednostno izključevanje lahko razlagamo tudi kot negativne vezne ali 
termodinamično neugodne interakcije med pomoţno snovjo in proteinom. Stopnja 
izključenosti je sorazmerna s površino proteina, izpostavljenega topilu. Med odvijanjem se 
površina proteinov poveča. Tako se zmanjša teţnja k agregaciji in njena hitrost (25). 
Tudi polimere lahko uporabimo za stabilizacijo proteinov pri procesu liofilizacije. Včasih 
sta se kot lio- in krioprotektant uporabljala goveji in humani serumski albumin, danes pa se 
uporabi albuminov v formulaciji s proteinsko ZU skušamo izogniti. Namesto albumina 
lahko uporabimo druge polimere za stabilizacijo. To so dekstran, ţelatina, hidroksipropil 
metilceluloza (HPMC) in hidroksietil škrob, ki zmanjšajo izgubo aktivnosti proteina med 
zamrzovanjem. Neionski polimeri, kot je polivinilpirolidon (PVP), pa stabilizirajo protein s 
tem, da obnovijo njegovo aktivnost tako med fazo zamrzovanja kot med fazo sušenja. Prav 
tako med fazo zamrzovanja zavirajo padec pH (29). 
Hidrofilne polimere, npr. polietilen glikol (PEG), glicerol, etilen glikol, pri liofilizaciji 
pogosto uporabljamo kot krioprotektante, ki ščitijo protein med fazo zamrzovanja. Med 
zamrzovanjem namreč zmanjšajo izgubo aktivnosti proteina ter preprečijo njegovo 
denaturacijo (29). 
Uporabljamo jih v kombinaciji s polnili (26), razmerje med stabilizatorjem in polnilom pa 
naj bi bilo 1 : 2 do 1 : 4, saj naj bi takrat bila stabilnost proteina optimalna (30). 
 
Polnila 
Za zagotavljanje ustrezne strukture liofilizacijske pogače in s tem preprečitev kolapsa 
uporabljamo polnila. Primerna struktura pogače vsebuje pore, skozi katere je med fazo 
sušenja izhajala vodna para (26). Kolaps pogače ali njena neustrezna struktura bi lahko 
pore zaprla in vodna para ne bi mogla izhajati, kar bi lahko privedlo do višje vsebnosti 
vlage v končnem produktu in posledično do razpada ZU med distribucijo in shranjevanjem 
(slika 3).  
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Slika 3: Shema strukture ustrezne in neustrezne pogače (22). 
Polnila dodajamo tudi formulacijam z nizko koncentracijo ZU (manj kot 2 % m/m) oz. 
učinkovinam z visoko jakostjo, saj te same po sebi nimajo ustrezne strukture (22, 26). 
Hkrati tista polnila, ki ne kristalizirajo, delujejo kot lioprotektanti (zaščitijo protein med 
fazo sušenja) ter s tem ščitijo razpad molekul med samo liofilizacijo kot tudi med 
kasnejšim shranjevanjem. Za uporabo polnila pri procesu liofilizacije je zaţeleno, da  le-to 
izkazuje čim višje kritične temperature, tj. Tg', Tc in Tg (26, 29). 
Polnila, ki v fazi zamrzovanja kristalizirajo (najpogosteje sta to glicin in manitol), tvorijo 
kristalno rešetko, v katero se nato vgradi protein. S kristalno rešetko preprečujejo popoln 
kolaps, saj amorfen produkt kolabira nanjo med sušenjem pri višjih temperaturah (18). 
Tako ostane struktura pogače kljub makrokolapsu elegantnega videza (30, 31). Glicin (sam 
ali pa v kombinaciji z manitolom) lahko deluje tudi kot stabilizator (zavira agregacijo 
proteina), in sicer v primeru, če ne kristalizira (29). 
 
Pufrne soli 
Pufrni sistem ohranja pH, pri kateri je ZU najbolj stabilna tako med liofilizacijo kot tudi 
med shranjevanjem in po rekonstituciji liofilizata (18). Izbira pufra je odvisna od 
stabilnostnega pH profila ZU. Pufer mora imeti visoko temperaturo kolapsa Tc, saj ta 
omogoča hitrejši potek primarnega sušenja, biti nehlapen, da prepreči premik pH, in imeti 
visoko Tg, ki zagotavlja stabilnost med shranjevanjem. Acetatni pufri za liofilizacijo niso 
najbolj primerni, saj so hlapni (26). Prav tako pufer ne sme kristalizirati med liofilizacijo, 
saj bi to lahko povzročilo razpad ZU, zato nekatere soli (npr. kalijev fosfat) niso primerne 
(18, 26). Najbolj primeren pufer za uporabo v liofilizaciji naj bi bil citratni pufer, saj med 
liofilizacijo ostane amorfen in premik pH je minimalen v primerjavi s sukcinatom ter 
tartratom (26). 
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Površinsko aktivne snovi 
Z dodatkom PAS v formulacijo povečamo njeno stabilnost, kajti PAS zavirajo agregacijo 
molekul med rekonstitucijo zdravila, razvitje proteinov med fazo zamrzovanja in hkrati 
sodelujejo pri ponovnem zvitju (25, 28). Agregacijo molekul lahko preprečimo z dodatkom 
neionske PAS (polisorbat 20, polisorbat 80) v formulacijo. Najverjetneje  delujejo tako, da 
preprečujejo intermolekularne interakcije in delujejo tudi kot solubilizatorji, ki pospešijo 
raztapljanje liofilizirane pogače (28). Hkrati neionske PAS tekmujejo s proteini za vezavo 
na trdne površine in/ali na medfaze zrak/voda, led/voda in tako preprečijo nespecifično 
adsorpcijo in denaturacijo, inducirano z adsorpcijo in kasnejšo agregacijo (25). 
Ionske PAS običajno niso primerne za stabilizacijo, saj se lahko veţejo na polarne in 
nepolarne skupine proteina in zaradi tega povzročajo njegovo denaturacijo (3). 
Običajno je koncentracija PAS v formulaciji zelo nizka (pod 0,5 %), saj so pri sobni 
temperaturi v tekočem agregatnem stanju in zato lahko pri višjih koncentracijah zniţajo Tg' 
in Tg (28). Če PAS niso potrebne med samo liofilizacijo in njihovo funkcijo potrebujemo 
le pri rekonstituciji zdravila, jih lahko dodamo v topilo in tako ohranimo formulacijo za 
liofilizacijo bolj preprosto (22, 28).  
 
1.3 Diferenčna dinamična kalorimetrija 
Diferenčna dinamična kalorimetrija je ena najpogosteje uporabljanih tehnik za termično 
analizo snovi. Temelji na merjenju razlike med toplotnim tokom, ki ga vzorec sprosti ali 
absorbira glede na toplotni tok reference pri določenem temperaturnem programu (32). 
Razlika v toplotnem toku naraste, ko vzorec sprosti ali absorbira toploto zaradi termičnih 
učinkov (taljenje, kristalizacija, kemične reakcije, polimorfni prehodi, uparevanje). 
Določene toplotne kapacitete in spremembe toplotne kapacitete, na primer med steklastim 
prehodom, se lahko določijo tudi iz razlike v toplotnem toku (32). 
Metoda je hitra in zelo občutljiva. Priprava vzorca je enostavna in potrebna je majhna 
količina materiala za analizo. Je metoda izbire za določanje toplotne količine snovi, 
proučevanje termičnih procesov in karakterizacijo ali primerjavo materialov. Uporabljamo 
jo za analizo in proučevanje različnih materialov, kot so: elastomeri, termoplasti, adhezivi, 
ţivila, kemikalije, farmacevtski izdelki (32). 
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Z DSC lahko določimo termične dogodke in procese: polimorfizem, kristalizacijo, 
nukleacijo, fazne diagrame, steklasti prehod, strjevanje, stabilnost, taljenje, čistoto, 
toplotno kapaciteto in spremembe toplotne kapacitete, prehode v tekočih kristalih (32). 
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2. NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge je poiskati nove pomoţne snovi (stabilizatorje), ki izkazujejo 
čim višjo Tg', ter preveriti, ali so primerne za uporabo v procesu liofilizacije. 
Analizirali bomo posamezne pomoţne snovi, izbrane iz literature (glicin, saharoza, 
trehaloza dihidrat, hidroksipropil β-ciklodekstrin, sorbitol, PEG 4.000, PVP 10.000 in PVP 
40.000) ter kombinacije teh stabilizatorjev z glicinom kot polnilom v različnih 
koncentracijah in masnih razmerjih.  
S pomočjo diferenčne dinamične kalorimetrije (DSC) bomo določili vpliv koncentracije in 
razmerja stabilizatorja in polnila na Tg'. 
Na osnovi izmerjenih vrednosti Tg' bomo oblikovali liofilizacijski cikel, ga izvedli, 
ovrednotili izgled nastalih pogač ter izmerili Tg končnih liofilizatov.  
Iskali bomo tiste stabilizatorje, ki v primerjavi s saharozo izkazujejo višji Tg' in s tem 
omogočajo sušenje pri višjih temperaturah ter tako prispevajo h krajšanju liofilizacijskega 
cikla, saj lahko uvedemo agresivnejše pogoje liofilizacije. Posledično se s krajšim časom 
sušenja poveča ekonomičnost procesa. Ugotavljali bomo, ali je bil Tg' med liofilizacijo 
preseţen in z vizualnim pregledom liofilizatov ocenili, ali je nastala pogača sprejemljivega 
videza oziroma ali je prišlo do kolapsa. 
Za primerjavo bomo izmerili tudi Tg' in Tg formulacij z modelno proteinsko učinkovino in 
meritve primerjali s Tg' in Tg formulacij brez učinkovine ter tako preverili vpliv 
učinkovine na te parametre in izgled liofilizata. 
Glede na dobljene rezultate bomo izbrali potencialno uporabne nove stabilizatorje, ki naj bi 
omogočali krajši liofilizacijski cikel in s tem večjo ekonomičnost procesa. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali in oprema 
3.1.1 Materiali 
Glicin (čistota  99 %), Merck, Nemčija  
Saharoza(čistota  99,5 %), Merck, Nemčija 
Trehaloza dihidrat (čistota = 98,8 %), Calbiochem, Japonska 
Hidroksipropil β-ciklodekstrin (čistota = 97 %), ACROS Organics, Belgija 
Sorbitol (čistota = 99,3 %), Caelo, Nemčija 
PEG 4.000 (čistota  97 %), Farmalabor, Italija 
PVP 10.000 (čistota  96,8 %), Sigma Aldrich, Nemčija 
PVP 40.000 (čistota  97,1 %), Sigma Aldrich, Nemčija 
Ultra čista voda (Milli-Q) s Fakultete za farmacijo 
Modelni protein, Lek d.d., Biofarmacevtika Mengeš, Slovenija 
3.1.2 Oprema 
Analitska tehtnica Mettler Toledo AG245, Švica 
Aluminijasti lončki za DSC (prostornina 40 µm) 
Avtomatska pipeta Transferpette, BRAND, Nemčija 
Diferenčni dinamični kalorimeter Mettler Toledo DSC 1, STARe System, ZDA 
Tesnilna stiskalnica za zapiranje lončkov Mettler Toledo, Švica 
Liofilizator Christ, Epsilon 2-6D 17083, Nemčija 
 
3.2 Metode 
3.2.1 Diferenčna dinamična kalorimetrija 
3.2.1.1 Priprava raztopin za analizo 
V bučko smo natehtali posamezno pomoţno snov ali zmes določenega stabilizatorja in 
glicina v različnih razmerjih ter prostornino dopolnili do oznake z ultra čisto vodo. Naredili 
smo 5-% (m/m), 10-% (m/m) in 20-% (m/m) raztopino saharoze ter 20-% (m/m) raztopino 
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glicina, trehaloze dihidrata, β-ciklodekstrina, sorbitola, PEG 4000, PVP 10.000 in PVP 
40.000.  
Raztopine zmesi glicina in stabilizatorja smo pripravili v razmerjih, kot je navedeno v 
preglednici II. 
Preglednica II: Sestava vodnih raztopin zmesi glicina in stabilizatorja. 
% (m/m) 
raztopine 
pomoţnih snovi 
Stabilizator Masno razmerje 
glicin : stabilizator 
10 saharoza 1 : 6 5 : 2 6 : 1 
20 trehaloza dihidrat 1 : 6 5 : 2 6 : 1 
20 β-ciklodekstrin 1 : 6 5 : 2 6 : 1 
20 sorbitol 1 : 6 5 : 2 6 : 1 
20 PEG 4.000 1 : 6 5 : 2 6 : 1 
10 PVP 10.000 1 : 6 5 : 2 6 : 1 
20 PVP 40.000 1 : 6 5 : 2 6 : 1 
 
3.2.1.2 Analiza raztopin pomoţnih snovi 
V aluminijast lonček s prostornino 40 µL smo kanili eno kapljico vodne raztopine vzorca 
in lonček zaprli s pokrovčkom. Pri vseh treh raztopinah saharoze (5-% (m/m), 10-% (m/m) 
in 20-% (m/m)) smo naredili eno meritev s hermetično zaprtimi lončki, pri čemer smo 
pokrovčke stisnili na lončke s tesnilno stiskalnico. Ostali lončki niso bili hermetično zaprti.  
Vzorce raztopin s samo saharozo smo izpostavili naslednjemu temperaturnemu programu:  
1. korak: hlajenje od 25 °C do -70 °C s hitrostjo 10 °C/min 
2. korak:  segrevanje od -70 °C do 25 °C s hitrostjo 5 °C/min 
Pretok dušika je bil 40 mL/min.  
Za ostale raztopine smo uporabili temperaturni program, ki je bil prirejen po programu iz 
literature (33): 
1. korak: hlajenje od 25 °C do -80 °C s hitrostjo 1,5 °C/min 
2. korak: izotermno ohlajanje 15 min na -80 °C 
3. korak: segrevanje od -80 °C do 50 °C s hitrostjo 3,5 °C/min. 
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Pretok dušika je bil 40 mL/min. Rezultate meritev smo analizirali s programsko opremo 
STAR
e
 V9.30 (proizvajalec: Mettler Toledo) ter določili Tg'  in ΔCp.  
3.2.1.3 Analiza liofilizatov 
V aluminijast lonček smo natehtali ~5–10 mg vzorca, ga zaprli s pokrovčkom in ga na 
diferenčnem dinamičnem kalorimetru izpostavili temperaturnemu programu: 0–300 °C s 
hitrostjo segrevanja 10 °C/min. Pretok dušika je bil 40 mL/min.  
Rezultate meritev smo analizirali s programsko opremo STAR
e
 V9.30, kjer smo določili 
Tg in ΔCp. 
 
3.2.1.4 Analiza liofiliziranih vzorcev s proteinom in rekonstituiranih raztopin 
V aluminijast lonček smo natehtali 5–15 mg vzorca, ga zaprli s pokrovčkom in ga 
izpostavili sledečemu temperaturnemu programu:  
1. korak: segrevanje od 0 °C do 90 °C s hitrostjo 10 °C/min 
2. korak: segrevanje od 0 °C do 300 °C s hitrostjo 10 °C/min. 
Pretok dušika je bil 40 mL/min. 
Rezultate meritev smo analizirali s programsko opremo STAR
e
 V9.30, kjer smo določili 
Tg in ΔCp. 
Za merjenje Tg' smo liofiliziran vzorec v viali rekonstituirali. Najprej smo z viale 
odstranili plastičen in aluminijast pokrovček, nato smo z injekcijsko brizgo skozi gumijast 
zamašek dodali 8,5 mL ultra čiste vode ter počakali, da se je vsebina v viali popolnoma 
raztopila. Kapljico nastale vodne raztopine (5–15 mg) smo kanili v aluminijast lonček in ga 
zaprli s pokrovčkom. Uporabili smo enak temperaturni program kot pri DSC analizi 
pomoţnih snovi, in sicer: 
1. korak: hlajenje od 25 °C do -80 °C s hitrostjo 1,5 °C/min 
2. korak: izotermno ohlajanje 15 min na -80 °C 
3. korak: segrevanje od -80 °C do 50 °C s hitrostjo 3,5 °C/min. 
Pretok dušika je bil 40 mL/min. Rezultate meritev smo analizirali s programsko opremo 
STAR
e
 V9.30, kjer smo določili Tg in ΔCp. 
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3.2.2 Priprava raztopin za liofilizacijo 
V bučko smo natehtali posamezno snov ali kombinacijo pomoţne snovi in glicina tako, da 
je po dodatku ultra čiste vode nastala 5-% (m/m) vodna raztopina. Naredili smo 5-% (m/m) 
vodne raztopine samih pomoţnih snovi (glicin, saharoza, trehaloza dihidrat, β-
ciklodekstrin, sorbitol, PEG 4.000, PVP 10.000 in PVP 40.000) in naslednje raztopine 
zmesi (preglednica III). 
Preglednica III: Sestava vodnih raztopin zmesi glicina in stabilizatorja, ki smo jih liofilizirali. 
% (m/m) 
raztopine 
pomoţnih snovi 
Stabilizator Masno razmerje 
glicin : stabilizator 
5 saharoza 1 : 6 5 : 2 6 : 1 
5 trehaloza dihidrat 1 : 6 5 : 2 6 : 1 
5 β-ciklodekstrin 1 : 6 / / 
5 sorbitol 1 : 6 5 : 2 6 : 1 
5 PEG 4.000 1 : 6 5 : 2 6 : 1 
5 PVP 10.000 1 : 6 5 : 2 6 : 1 
5 PVP 40.000 1 : 6 5 : 2 6 : 1 
 
3.2.3 Liofilizacija 
V viale smo z avtomatsko pipeto odmerili 8,50 mL raztopine, nanje postavili gumijaste 
zamaške in jih po shemi (slika 4) postavili na liofilizacijski pladenj. V štiri viale smo 
dodali tudi termočlene, ki spremljajo temperaturo produkta med liofilizacijo. Postavitev 
slednjih prikazuje rdeč krog na sliki 4. Z modrim krogom so označene viale, v katerih je 
bila le ultra čista voda. Pladenj smo postavili v liofilizator in zagnali navedeni 
liofilizacijski cikel. Pogoje, pri katerih smo izvedli liofilizacijski cikel, prikazuje 
preglednica IV. 
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Preglednica IV: Pogoji liofilizacijskega cikla. 
Korak Čas 
[hh:mm] 
T 
[°C] 
Hitrost 
[°C/min] 
Tlak 
[mbar] 
Varnostni 
tlak [mbar] 
1 Nalaganje 0:00 20  atm OFF 
2 Ohlajanje 0:30 5 -0,5 atm OFF 
3 Ohlajanje 18:00 5 0,0 atm OFF 
4 Zamrzovanje 1:30 -40 -0,5 atm OFF 
5 Zamrzovanje 3:00 -40 0,0 atm OFF 
6 Primarno sušenje 0:01 -40 0,0 0,10 OFF 
7 Primarno sušenje 0:59 -40 0,0 0,10 OFF 
8 Primarno sušenje 2:00 20 0,5 0,10 1,65 
9 Primarno sušenje 30:00 20 0,0 0,10 1,65 
10 Sekundarno sušenje 0:01 20 0,0 0,05 1,65 
11 Sekundarno sušenje 0:14 20 0,0 0,05 1,65 
12 Sekundarno sušenje 3:20 40 0,1 0,05 1,65 
13 Sekundarno sušenje 8:00 40 0,0 0,05 1,65 
Skupni čas 67:35     
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Slika 4: Shema razporeditve vial na pladnju za liofilizacijo. 
 
Preglednica V: Legenda za oznake na sliki 4. 
Oznaka  Oznaka  
1 glicin H glicin : sorbitol = 1 : 6 
2 saharoza I glicin : sorbitol = 5 : 2 
3 PEG 4.000 J glicin : sorbitol = 6 : 1 
4 trehaloza dihidrat K glicin : trehaloza dihidrat = 1 : 6 
5 β-ciklodekstrin L glicin : trehaloza dihidrat = 5 : 2 
6 sorbitol M glicin : trehaloza dihidrat = 6 : 1 
7 PVP 10.000 N glicin : PVP 10.000 = 1 : 6 
8 PVP 40.000 O glicin : PVP 10.000 = 5 : 2 
A glicin : β-ciklodekstrin = 1 : 6 P glicin : PVP 10.000 = 6 : 1 
B glicin : PEG 4.000 = 1 : 6 R glicin : PVP 40.000 = 1 : 6 
C glicin : PEG 4.000 = 5 : 2 S glicin : PVP 40.000 = 5 : 2 
D glicin : PEG 4.000 = 6 : 1 T glicin : PVP 40.000 = 6 : 1 
E glicin : saharoza = 1 : 6  termočlen 
F glicin : saharoza = 5 : 2  ultra čista voda 
G glicin : saharoza = 6 : 1   
 
M M L L I 
R R N P J 
T O N A P 
T O O A A K 
G G 2 2 K 
S G 8 2 7 E 
5 5 8 7 E 
F 4 4 3 3 1 1 
B C D 6 F 
S 
H 
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Termične lastnosti zamrznjenih vodnih raztopin polnila (glicin) in 
stabilizatorjev      
Proučevali smo, katere pomoţne snovi bi lahko zamenjale saharozo v vlogi stabilizatorja 
pri liofilizaciji. Uporabili smo glicin, trehalozo dihidrat, β-ciklodekstrin, sorbitol, PEG 
4.000, PVP 10.000 in PVP 40.000. Najprej smo določili Tg' in Cp zamrznjenih vodnih 
raztopin s tremi različnimi koncentracijami saharoze, saj smo le-to ţeleli zamenjati z novo 
pomoţno snovjo, ki izkazuje podobno ali višjo vrednost Tg'. Višje vrednosti kritične 
temperature Tg' namreč pri procesu liofilizacije omogočajo sušenje pri višjih temperaturah 
produkta in tako prispevajo h krajšanju liofilizacijskega cikla ter večji ekonomičnosti 
procesa. Rezultati meritev za saharozo so predstavljeni v preglednici VI. 
Preglednica VI: Tg' in Cp različnih koncentracij zamrznjenih vodnih raztopin saharoze. 
 
Ugotovili smo, da je Tg' najbolj izrazit pri 20-% (m/m) vodni raztopini saharoze, saj je 
sprememba toplotne kapacitete pri steklastem prehodu (Cp) najbolj vidna na krivulji 
DSC. Cp je namreč povezana z zanesljivostjo rezultatov. Višja vrednost pomeni večjo 
zanesljivost, medtem ko zelo nizka vrednost Cp lahko pomeni, da izmerjeni rezultati niso 
interpretirani pravilno. Tako nam beleţenje Cp pomaga pri pravilni interpretaciji 
rezultatov, saj tudi zelo nizke vrednosti lahko pomenijo endotermne pojave, kot sta taljenje 
ali odparevanje topila. Rezultati v preglednici VI nakazujejo, da se Tg' s spremembo 
koncentracije saharoze bistveno ne spreminja. Tako je tudi večina nadaljnjih raztopin 
vsebovala 20 % (m/m) izbranih pomoţnih snovi. Prav tako smo opazili, da na rezultate ne 
vpliva bistveno, ali je aluminijast lonček hermetično zaprt ali ne. Meritve smo namreč 
Koncentracija 
vodne raztopine 
saharoze 
Tg'1 [°C] 
Odprt 
lonček 
Tg'2 [°C] 
Hermetično 
zaprt lonček 
Cp1 
[J/(gK)] 
Odprt 
lonček 
Cp2 [J/(gK)] 
Hermetično zaprt 
lonček 
5 % (m/m) -33,0 -33,1 0,09 0,09 
10 % (m/m) -32,9 -32,9 0,21 0,24 
20 % (m/m) -32,3 -32,1 0,57 0,44 
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izvajali pri nizkih temperaturah, pri katerih je parni tlak vode nizek. Ostale vzorce raztopin 
smo zato le pokrili s pokrovčkom. 
Nato smo analizirali še vodne raztopine ostalih izbranih posameznih pomoţnih snovi, in 
sicer glicina, trehaloze dihidrata, β-ciklodekstrina, sorbitola, PEG 4.000, PVP 10.000 in 
PVP 40.000. 
 
Slika 5: DSC krivulje segrevanja 20-% (m/m) vodnih raztopin posameznih pomoţnih snovi 
(glicin, saharoza, trehaloza dihidrat, PVP 10.000, PVP 40.000, PEG 4.000, β-ciklodekstrin, 
sorbitol). 
Preglednica VII: Tg' in Cp vodnih raztopin posameznih pomoţnih snovi ter podatki o Tg' iz 
literature. 
20-% (m/m) vodna raztopina izbrane 
pomoţne snovi 
Tg' [°C] Cp [J/(gK)] Tg' [°C] (26) 
glicin ni viden ni viden -62 
saharoza -32,3 0,44 -32 
trehaloza dihidrat -30,5 0,59 -29 
β-ciklodekstrin -12,1 1,49 ni podatka 
sorbitol ni viden ni viden -46 
PEG 4.000 ni viden ni viden ni podatka 
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PVP 10.000 -27,0 0,44 ni podatka 
PVP 40.000 -22,4 0,64 -20 
  
Na sliki 5 in v preglednici VII so predstavljeni rezultati termične analize zamrznjenih 
raztopin različnih pomoţnih snovi v vodi. Kot polnilo smo uporabili glicin, ki je poleg 
manitola najpogosteje uporabljen. Med liofilizacijo namreč kristalizira in tvori kristalno 
rešetko. Ta predstavlja mehansko oporo za amorfno fazo, tudi ko slednja kolabira. S tem je 
preprečen kolaps liofilizacijske pogače tudi v primeru, ko so temperature produkta med 
sušenjem višje od kritične temperature Tg'. Posledica je skrajšan čas celotnega 
liofilizacijskega procesa, ker lahko doseţemo višje temperature produkta. Pozorni pa 
moramo biti na masni deleţ polnila in stabilizatorja. Za ustrezno stabilizacijo mora biti 
masni deleţ glicina glede na saharozo niţji od 86 % (m/m) (33). Večja količina polnila bi 
lahko namreč zmanjšala stabilizacijske vplive amorfnega stabilizatorja (18). Glicin smo 
izpostavili enakemu temperaturnemu programu kot izbrane stabilizatorje. Opazili smo, da 
Tg' samega glicina ne zaznamo, ker je kristaliziral in opazimo le taljenje. Prav tako tega 
parametra nismo uspeli določiti pri PEG 4.000 ter sorbitolu. Glede na to lahko sklepamo, 
da so te tri snovi med zamrzovanjem kristalizirale. Pri stabilizatorjih, kjer je Tg' viden, je 
le-ta višji kot pri saharozi, kar pomeni, da bi zamenjava saharoze s takšnim stabilizatorjem, 
lahko potencialno vplivala na skrajšanje liofilizacijskega cikla. 
Če primerjamo dobljene rezultate s podatki iz literature, opazimo, da se v večini primerov 
izmerjeni Tg' ne razlikujejo bistveno, razlike pa so verjetno posledica uporabe drugačnega 
temperaturnega programa. Najobetavnejše rezultate glede na literaturo pričakujemo pri 
trehalozi dihidratu in PVP 40.000, iz naših meritev pa lahko sklepamo, da bosta ustrezni 
alternativi za saharozo še β-ciklodekstrin in PVP 10.000. 
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4.2 Termične lastnosti zamrznjenih vodnih raztopin glicina z dodanim 
stabilizatorjem 
V naslednjem koraku nas je zanimalo, kako se Tg' spreminja glede na vrsto stabilizatorja 
ter na njegovo masno razmerje z glicinom. Glicin je namreč poleg manitola najpogosteje 
uporabljeno polnilo pri liofilizaciji, zato nas je zanimal tudi njegov vpliv na termične 
lastnosti formulacij za liofilizacijo. Najprej smo izmerili Tg' 10-% (m/m) raztopin zmesi 
glicina in saharoze, saj smo slednjo ţeleli nadomestiti z drugim stabilizatorjem. Rezultati 
so predstavljeni na sliki 6 in zbrani v preglednici VIII. 
 
Slika 6: DSC krivulje segrevanja zamrznjenih vodnih raztopin zmesi glicina in saharoze v 
različnih masnih razmerjih. 
Preglednica VIII: Tg' in Cp vodnih raztopin zmesi glicina in saharoze v različnih masnih 
razmerjih. 
10-% (m/m) vodna raztopina z različnimi 
masnimi razmerji glicina in saharoze 
Tg' [°C] Cp [J/(gK)] 
glicin : saharoza = 6 : 1 -35,16 0,031 
glicin : saharoza = 5 : 2 -35,61 0,078 
glicin : saharoza = 1 : 6 -37,16 0,105 
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Opazimo lahko (preglednica VIII, slika 6), da imajo vodne raztopine zmesi glicina in 
saharoze niţje Tg' kot vodna raztopina same saharoze. Tg' narašča z večanjem masnega 
deleţa glicina v zmesi. Glicin namreč kristalizira med zamrzovanjem in tako se posledično 
dviguje tudi vrednost Tg'. Kristalizacija glicina povzroči nastanek kristalne rešetke, v 
katero se vključi amorfna faza (stabilizator, zdravilna učinkovina). Na ta način lahko 
preprečimo morebitni kolaps liofilizata med procesom liofilizacije in kasneje pri 
shranjevanju. Kristalizacija polnila bo med liofilizacijo skrajšala tudi čas sušenja, pri 
čemer pa moramo biti pozorni na njegov masni deleţ v formulaciji. Večja količina polnila 
lahko namreč zmanjša stabilizacijske vplive amorfnega stabilizatorja (18). Zmesi z 
razmerjem glicin : saharoza = 6  : 1 in več, niso pokazale vidnih Tg' na DSC krivulji. 
Masni deleţ glicina glede na saharozo mora torej biti niţji od 86 % (m/m) (33).  
Rezultate, ki smo jih izmerili pri zmeseh glicina in saharoze, smo v nadaljevanju primerjali 
z rezultati, kjer smo saharozo nadomestili z drugim izbranim stabilizatorjem. 
 
Slika 7: DSC krivulje segrevanja zamrznjenih vodnih raztopin zmesi glicina in trehaloze v 
različnih masnih razmerjih. 
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Preglednica IX: Tg' in Cp vodnih raztopin zmesi glicina in trehaloze v različnih masnih 
razmerjih. 
20-% (m/m) vodna raztopina z različnimi 
masnimi razmerji glicina in trehaloze 
Tg' [°C] Cp [J/(gK)] 
glicin : trehaloza = 6 : 1 -33,47 0,095 
glicin : trehaloza = 5 : 2 -32,42 0,063 
glicin : trehaloza = 1 : 6 -34,96 0,244 
 
Podobno kot pri saharozi ima tudi vodna raztopina same trehaloze višjo Tg', kot če je v 
zmesi z glicinom. Tem zmesem smo tudi izmerili nekoliko višje Tg' v primerjavi z 
vodnimi raztopinami zmesi glicina in saharoze (slika 7 in preglednica IX), vendar pa se 
izmerjeni Tg' niso spreminjali sorazmerno glede na masni deleţ trehaloze v zmesi, saj smo 
najvišjo Tg' izmerili pri zmesi glicina s trehalozo v razmerju 5 : 2. 
 
Slika 8: DSC krivulje segrevanja zamrznjenih vodnih raztopin zmesi glicina in β-
ciklodekstrina v različnih masnih razmerjih. 
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Preglednica X: Tg' in ΔCp vodnih raztopin zmesi glicina in β-ciklodekstrina v različnih 
masnih razmerjih. 
20-% (m/m) vodna raztopina z različnimi 
masnimi razmerji glicina in β-ciklodekstrina 
Tg' [°C] Cp [J/(gK)] 
glicin : β-ciklodekstrin = 6 : 1 ni viden ni viden 
glicin : β-ciklodekstrin = 5 : 2 ni viden ni viden 
glicin : β-ciklodekstrin = 1 : 6 -23,62 0,418 
 
Izmerjen Tg' vodne raztopine samega β-ciklodekstrina je v primerjavi s saharozo precej 
višji (za pribliţno 20 °C). Pri vodnih raztopinah zmesi glicina z β-ciklodekstrinom v 
razmerjih 6 : 1 ter 5 : 2 na krivulji segrevanja ne opazimo Tg' (slika 8, preglednica X). 
Opazimo pa Tg' pri zmesi glicin : β-ciklodekstrin v razmerju 1 : 6, in sicer je tudi pri zmesi 
ta višji kot pri zmesi glicina s saharozo. Glede na izmerjen Tg', bi lahko ob uporabi zmesi 
glicina in β-ciklodekstrina uporabili agresivnejše pogoje sušenja in s tem vplivali na 
skrajšanje liofilizacijskega cikla preko višjih temperatur produkta.  
Z uporabo β-ciklodekstrina pri procesu liofilizacije lahko stabilnost produkta dodatno 
povečamo. Ciklodekstrini namreč tvorijo inkluzijske komplekse z ZU (34).  
Preglednica XI: Tg' in Cp vodnih raztopin zmesi glicina in sorbitola v različnih masnih 
razmerjih. 
20-% (m/m) vodna raztopina z različnimi 
masnimi razmerji glicina in sorbitola 
Tg' [°C] Cp [J/(gK)] 
glicin : sorbitol = 6 : 1 ni viden ni viden 
glicin : sorbitol = 5 : 2 ni viden ni viden 
glicin : sorbitol = 1 : 6 ni viden ni viden 
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Preglednica XII: Tg' in Cp vodnih raztopin zmesi glicina in PEG 4.000 v različnih masnih 
razmerjih. 
20-% (m/m) vodna raztopina z različnimi 
masnimi razmerji glicina in PEG 4.000 
Tg' [°C] Cp [J/(gK)] 
glicin : PEG 4.000 = 6 : 1 ni viden ni viden 
glicin : PEG 4.000 = 5 : 2 ni viden ni viden 
glicin : PEG 4.000 = 1 : 6 ni viden ni viden 
 
Pri vodnih raztopinah zmesi glicina s sorbitolom in glicina s PEG 4.000 ne opazimo Tg' na 
nobeni od krivulj (preglednici XI in XII), zato sklepamo, da so te zmesi med 
zamrzovanjem kristalizirale.  
 
Slika 9: DSC krivulje segrevanja zamrznjenih vodnih raztopin zmesi glicina in PVP 10.000 v 
različnih masnih razmerjih. 
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Preglednica XIII: Tg' in Cp vodnih raztopin zmesi glicina in PVP 10.000 v različnih masnih 
razmerjih. 
10-% (m/m) vodna raztopina z različnimi 
masnimi razmerji glicina in PVP 10.000 
Tg' [°C] Cp [J/(gK)] 
glicin : PVP 10.000  = 6 : 1 ni viden ni viden 
glicin : PVP 10.000  = 5 : 2 -27,08 0,023 
glicin : PVP 10.000  = 1 : 6 -29,19 0,141 
 
Pri zmeseh glicina s PVP 10.000 Tg' ne opazimo pri razmerju glicin : PVP 10.000 = 6 : 1 
(slika 9, preglednica XIII). Glede na ta rezultat lahko sklepamo, da je višji masni deleţ 
glicina v zmesi prispeval k njegovi kristalizaciji. Zmesi v ostalih razmerjih sta imeli višji 
Tg', kot ga je imela zmes glicina s saharozo. 
 
Slika 10: DSC krivulje segrevanja zamrznjenih vodnih raztopin zmesi glicina in PVP 40.000 
v različnih masnih razmerjih. 
 
 
32 
 
Preglednica XIV: Tg' in Cp vodnih raztopin zmesi glicina in PVP 40.000 v različnih masnih 
razmerjih. 
20-% (m/m) vodna raztopina Tg' [°C] Cp [J/(gK)] 
glicin : PVP 40.000  = 6 : 1 ni viden ni viden 
glicin : PVP 40.000  = 5 : 2 -22,61 0,045 
glicin : PVP 40.000  = 1 : 6 -24,99 0,251 
 
Podobno kot pri PVP 10.000 tudi pri zmesi glicina in PVP 40.000 z najvišjim masnim 
deleţem glicina na krivulji segrevanja ne zaznamo Tg' in sklepamo na kristalizacijo zmesi. 
Prav tako je najvišji Tg' viden pri zmesi glicin : PVP 40.000  v razmerju 5 : 2 (slika 10, 
preglednica XIV). Opazimo lahko, da so Tg' višji pri PVP z višjo molekulsko maso, torej 
bi lahko z njihovo uporabo skrajšali čas liofilizacije in s tem povečali ekonomičnost 
procesa. Moramo pa biti pozorni na ustrezno molekulsko maso PVP. Tisti z višjo se 
namreč ne morejo izločati preko ledvic in se tako kopičijo v telesu, zato jih ne smemo 
dajati parenteralno (26). Zato PVP 40.000 ni primeren za uporabo pri liofilizaciji 
formulacij za parenteralno aplikacijo, ampak moramo uporabiti PVP z niţjimi 
molekulskimi masami. 
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T1 
T2 
T3 
T4 
4.3 Liofilizacija formulacij stabilizatorjev in njihovih zmesi z glicinom 
Liofilizirali smo 51 formulacij (27 različnih), in sicer 8 različnih vodnih raztopin samih 
pomoţnih snovi ter 6 različnih vodnih raztopin zmesi glicina s stabilizatorji v treh 
razmerjih, 1 : 6, 5 : 2 in 6 : 1. Zmes glicina z β-ciklodekstrinom smo liofilizirali le v 
razmerju 1 : 6. 
Proces liofilizacije smo ovrednotili s pomočjo procesnega grafa, ki ga je na osnovi 
izmerjenih cikličnih podatkov izrisala programska oprema liofilizatorja. Iz procesnega 
grafa lahko razberemo nastavljene procesne parametre (temperatura polic, tlak v sušilni 
komori). Slika 11 prikazuje izrisan procesni graf liofilizacijskega cikla in označene 
krivulje, s pomočjo katerih smo izračunali temperature produktov. S pomočjo štirih 
termočlenov, ki smo jih namestili v viale, smo spremljali temperaturo produktov med 
primarnim sušenjem. Slednjo smo izračunali iz povprečja temperatur v linearnem delu 
primarnega sušenja. Rezultati so sledeči: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 11: Procesni graf liofilizacijskega cikla. 
T1 (glicin : β-ciklodekstrin = 1 : 6) = -23,21 °C 
T2 (saharoza) = -28,99 °C 
T3 (glicin : saharoza = 6 : 1) = -20,73 °C 
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T4 (glicin : PVP 10.000 = 5 : 2) = -23,03 °C 
Opazimo lahko, da se je temperatura produkta T1 zelo pribliţala Tg' iste zmesi v tem 
razmerju, ostale temperature produktov pa so presegle Tg'. Kljub preseţenim Tg' so 
liofilizati sprejemljivega videza (preglednica XV). Faza primarnega sušenja se je končala, 
ko so temperature produktov dosegle nastavljeno temperaturo polic (po pribliţno 20 urah 
primarnega sušenja za produkte T1, T3 in T4, ter 30 urah za produkt T2 ). 
Treba je poudariti, da termočlen v viali vpliva na hitrost sušenja. V teh vialah je 
sublimacija hitrejša, zato se proces sušenja konča prej. Zato je fazo primarnega sušenja 
priporočljivo podaljšati za 10–20 % določenega časa, da se sublimacija zaključi v vseh 
vialah (20).  
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4.4 Vizualno vrednotenje liofilizatov 
Po končanem liofilizacijskem ciklu smo ovrednotili videz pogače. Preglednica XV 
prikazuje opis videza liofilizata.  
Preglednica XV: Makroskopsko vrednotenje videza liofilizatov. 
Sestava liofilizata Videz liofilizata Sprejemljivost 
liofilizata 
glicin razpokana površina da 
saharoza nekoliko skrčena pogača da 
PEG 4.000 nekoliko skrčena pogača da 
trehaloza dihidrat nekoliko skrčena pogača da 
β-ciklodekstrin razpokana pogača da 
sorbitol kolaps ne 
PVP 10.000 skrčena pogača, odstopa od sten 
viale 
da 
PVP 40.000 skrčena pogača, odstopa od sten 
viale 
da 
glicin : β-ciklodekstrin = 1 : 6 nekoliko skrčena pogača da 
glicin : PEG 4.000 = 1 : 6 nekoliko skrčena pogača da 
glicin : PEG 4.000 = 5 : 2 malo razpokana površina da 
glicin : PEG 4.000 = 6 : 1 malo razpokana površina da 
glicin : sorbitol = 1 : 6 kolaps ne 
glicin : sorbitol = 5 : 2 malo razpokana površina da 
glicin : sorbitol = 6 : 1 malo razpokana površina da 
glicin : trehaloza dihidrat = 1 : 6 skrčena pogača, odstopa od sten 
viale 
da 
glicin : trehaloza dihidrat = 5 : 2 malo razpokana površina da 
glicin : trehaloza dihidrat = 6 : 1 malo razpokana površina da 
glicin : PVP 10.000 = 1 : 6 skrčena pogača, odstopa od sten 
viale 
da 
glicin : PVP 10.000 = 5 : 2 razpokana površina, čisto malo 
skrčena pogača 
da 
glicin : PVP 10.000 = 6 : 1 razpokana površina da 
glicin : PVP 40.000 = 1 : 6 skrčena pogača, odstopa od sten 
viale 
da 
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glicin : PVP 40.000 = 5 : 2 razpokana površina, malo skrčena 
pogača 
da 
glicin : PVP 40.000 = 6 : 1 malo razpokana površina da 
glicin : saharoza = 1 : 6 skrčena pogača, ena odstopa od 
roba 
da 
glicin : saharoza = 5 : 2 razpokana površina da 
glicin : saharoza = 6 : 1 malo razpokana površina da 
 
Idealna pogača naj bi bila enake velikosti in oblike, kot raztopina, s katero smo napolnili 
vialo, ter imela enakomerno barvo in teksturo. Z ustrezno formulacijo in pogoji liofilizacije 
se ţelimo temu čim bolj pribliţati. Pomembno je, da razlikujemo med vizualnimi 
nepravilnostmi liofilizata in tistimi spremembami, ki lahko vplivajo na varnost zdravila za 
pacienta in učinkovitost zdravila (35). 
Kolaps pogače se lahko pojavi, ko temperatura produkta preseţe Tg' ali Tc v fazi 
primarnega sušenja ali Tg v začetnem delu sekundarnega sušenja (35).  
Opazimo lahko, da ima večina liofilizatov razpokano površino ter jih nekaj tudi odstopa od 
sten viale. Na večini vial opazimo tudi kapljice nad nivojem tekočine. Sklepamo, da so 
nastale med postopkom polnjenja in ne vplivajo na kritične lastnosti kakovosti produkta ter 
so viale s takim videzom sprejemljive.  
Prav tako opazimo, da imajo liofilizati z večjim masnim deleţem glicina v formulaciji lepši 
videz. Tako lahko potrdimo hipotezo, da več glicina prispeva k boljši strukturi pogače. 
 
Slika 12: Primer sprejemljive pogače – glicin : PEG 4.000 = 6 : 1. 
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Slika 12 prikazuje pogačo sprejemljivega videza. Taka pogača nima razpok oz. so le-te 
zanemarljive. Prav tako se ni skrčila in odstopala od sten ali dna viale.  
       
(A)     (B) 
Slika 13: Primer razpokane površine – glicin : PVP 10.000 = 6 : 1 (A)  ter glicin : PVP 40.000 
= 5 : 2 (B). 
Na sliki 13 vidimo, da je pogača razpokala na površini (A), oziroma večje razpoke, 
predvsem ob robu pogače (B). Kljub temu je obdrţala svojo strukturo in je izgled le-te 
sprejemljiv.  
 
Slika 14: Primer skrčene pogače – glicin : trehaloza dihidrat = 1 : 6. 
Na sliki 14 vidimo, da se je pogača toliko skrčila, da je odstopila od sten in dna viale. Prav 
tako se je premikala, če smo vialo rahlo pretresli. Odstopanje pogače od sten viale je lahko 
prvi znak kolapsa, a večina skrčenj ni povezanih s kolapsom. Tako kot razpoke imajo tudi 
skrčene pogače vpliv na sprejemljivost za uporabnika zdravila večinoma le na podlagi 
vizualne podobe (35). 
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Slika 15:Primer kolapsa – glicin : sorbitol = 1 : 6. 
Struktura pogače na sliki 15 je popolnoma porušena, v tem primeru gre za popoln kolaps. 
Kolaps vpliva na kritične lastnosti kakovosti produkta (čas rekonstitucije, vsebnost 
rezidualne vode, stabilnost) in taka pogača ni sprejemljiva (35). 
Vse pogače, razen pogač samega sorbitola ter glicina in sorbitola v razmerju 1 : 6, so kljub 
manjšim vizualnim nepravilnostim, sprejemljivega videza. Glede na to lahko zaključimo, 
da smo uporabili primerne pogoje liofilizacijskega cikla. 
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4.5 Termične lastnosti liofiliziranih formulacij stabilizatorjev in 
njihovih zmesi z glicinom 
Po vizualnem pregledu smo liofilizatom ovrednotili termične lastnosti. Izpostavili smo jih 
temperaturnemu programu, navedenem v poglavju 3.2.3, ter analizirali krivulje segrevanja 
s pomočjo programske opreme. Zanimalo nas je, kakšne vrednosti Tg izkazujejo. Le-te so 
namreč povezane s stabilnostjo liofilizata med transportom in shranjevanjem ter hkrati 
določajo temperaturo shranjevanja zdravila. 
 
Slika 16: DSC krivulje segrevanja liofiliziranih posameznih pomoţnih snovi (glicin, saharoza, 
trehaloza, PVP 10.000, PVP 40.000, PEG 4.000, β-ciklodekstrin, sorbitol). 
Preglednica XVI: Tg in Cp liofiliziranih posameznih pomoţnih snovi (glicin, saharoza, 
trehaloza, PVP 10.000, PVP 40.000, PEG 4.000, β-ciklodekstrin, sorbitol). 
Liofilizat Tg [°C] Cp [J/(gK)] 
glicin ni viden ni viden 
saharoza 64,34 0,167 
trehaloza dihidrat ni viden ni viden 
β-ciklodekstrin ni viden ni viden 
sorbitol ni viden ni viden 
PEG 4.000 ni viden ni viden 
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PVP 10.000 166,09 0,291 
PVP 40.000 183,31 0,178 
 
Slika 16 prikazuje krivulje segrevanja liofilizatov samih pomoţnih snovi. Opazimo lahko, 
da je steklasti prehod viden le pri treh liofilizatih, in sicer saharozi, PVP 10.000 in PVP 
40.000. Ostale snovi so med liofilizacijo kristalizirale, na sliki 16 vidimo njihova tališča. 
 
Slika 17: DSC krivulje segrevanja liofiliziranih zmesi glicina in saharoze v različnih masnih 
razmerjih. 
Preglednica XVII: Tg in Cp liofiliziranih zmesi glicina in saharoze v različnih masnih 
razmerjih. 
Liofilizat Tg [°C] Cp [J/(gK)] 
glicin : saharoza = 6 : 1 74,83 0,048 
glicin : saharoza = 5 : 2 61,36 0,131 
glicin : saharoza = 1 : 6 45,53 0,885 
 
Pri zmesi glicina in saharoze (slika 17, preglednica XVII) opazimo, da se Tg spreminja 
sorazmerno glede na njun masni deleţ, in sicer se z višanjem masnega deleţa glicina viša 
tudi Tg. Glicin je med liofilizacijo kristaliziral in nudil mehansko oporo saharozi. Glede na 
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izmerjene Tg lahko sklepamo, da bo dolgoročno pri sobni temperaturi najbolj stabilna 
zmes z največ glicina.  
 
Slika 18: DSC krivulje segrevanja liofiliziranih zmesi glicina in trehaloze dihidrat v različnih 
masnih razmerjih. 
Preglednica XVIII: Tg in Cp liofiliziranih zmesi glicina in trehaloze dihidrat v različnih 
masnih razmerjih. 
Liofilizat Tg [°C] Cp [J/(gK)] 
glicin : trehaloza = 6 : 1 37,34 0,140 
glicin : trehaloza = 5 : 2 30,06 0,104 
glicin : trehaloza = 1 : 6 38,30 0,048 
 
V preglednici XVIII in na sliki 18 so predstavljene izmerjene Tg liofiliziranih zmesi 
glicina in trehaloze dihidrat. Opazimo, da so izmerjene Tg precej niţje od tistih, ki smo jih 
izmerili pri zmesi glicina in saharoze. Prav tako se ne spreminjajo sorazmerno glede na 
masno razmerje glicina in trehaloze dihidrat. Kljub temu da so liofilizati sprejemljivega 
videza, lahko sklepamo, da bodo take formulacije zaradi izmerjenih nizkih Tg stabilne pri 
shranjevanju pri niţjih temperaturah kot formulacije z glicinom in saharozo. 
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Slika 19: DSC krivulje segrevanja liofiliziranih zmesi glicina in sorbitola v različnih masnih 
razmerjih. 
Preglednica XIX: Tg in Cp liofiliziranih zmesi glicina in sorbitola v različnih masnih 
razmerjih. 
Liofilizat Tg [°C] Cp [J/(gK)] 
glicin : sorbitol = 6 : 1 ni viden ni viden 
glicin : sorbitol = 5 : 2 153,04 0,690 
glicin : sorbitol = 1 : 6 ni viden ni viden 
 
Pri liofilizirani zmesi glicina in sorbitola v razmerju 1 : 6 Tg ne zaznamo na krivulji 
segrevanja (slika 19), prav tako je zmes v tem razmerju kolabirala, kar vidimo na sliki 15. 
Sklepamo lahko, da je masni deleţ glicina prenizek. Prav tako Tg ne zaznamo pri zmesi z 
najvišjim masnim deleţem glicina. Ker na krivuljah segrevanja vodnih raztopin Tg' nismo 
zaznali, ne moremo sklepati, da bi lahko z uporabo sorbitola nadomestili saharozo kot 
stabilizator. 
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Slika 20: DSC krivulje segrevanja liofiliziranih zmesi glicina in PVP 10.000 v različnih 
masnih razmerjih. 
Preglednica XX: Tg in Cp liofiliziranih zmesi glicina in PVP 10.000 v različnih masnih 
razmerjih. 
Liofilizat Tg [°C] Cp [J/(gK)] 
glicin : PVP 10.000 = 6 : 1 195,18 1,004 
glicin : PVP 10.000 = 5 : 2 191,86 0,540 
glicin : PVP 10.000 = 1 : 6 208,52 0,574 
 
Slika 20 in preglednica XX prikazujeta rezultate meritev Tg zmesi glicina in PVP 10.000. 
Izmerjene vrednosti Tg niso sorazmerne glede na masni deleţ glicina v zmesi. Najvišjo Tg 
smo namreč izmerili pri razmerju glicin : PVP 10.000 = 1 : 6, najniţjo pa pri razmerju 
5 : 2. Pri vseh pa glede na visoke Tg pričakujemo dolgoročno stabilnost teh formulacij. 
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Slika 21: DSC krivulje segrevanja liofiliziranih zmesi glicina in PVP 40.000 v različnih 
masnih razmerjih. 
Preglednica XXI: Tg in Cp liofiliziranih zmesi glicina in PVP 40.000 v različnih masnih 
razmerjih. 
Liofilizat Tg [°C] Cp [J/(gK)] 
glicin : PVP 40.000 = 6 : 1 192,08 0,226 
glicin : PVP 40.000 = 5 : 2 198,69 0,107 
glicin : PVP 40.000 = 1 : 6 181,72 1,142 
 
Tako kot pri zmeseh glicina in PVP 10.000 (slika 20, preglednica XX) tudi pri zmeseh s 
PVP 40.000 opazimo visoke izmerjene vrednosti Tg (slika 21, preglednica XXI). Tako tudi 
pri teh pričakujemo dolgoročno stabilnost formulacij. Pri zmeseh glicina s PVP 40.000 
smo izmerili višje Tg', a ga zaradi visoke molekulske mase ne smemo uporabiti v 
formulacijah za parenteralno uporabo, saj se kopiči v telesu. Uporabili bi lahko PVP niţjih 
molekulskih mas. 
Pri formulacijah z β-ciklodekstrinom in PEG 4.000 na krivuljah segrevanja nismo zaznali 
Tg, zato ne moremo predvideti dolgoročne stabilnosti. Pri vseh omenjenih formulacijah pa 
smo pri vizualnem pregledu liofilizatov opazili pogače sprejemljivega videza. Zmesi  
β-ciklodekstrina z glicinom smo izmerili zelo visoko Tg' v primerjavi s formulacijami s 
45 
 
saharozo, zato bi bilo v prihodnje treba proučiti β-ciklodekstrin kot primerno zamenjavo 
saharoze v formulacijah za liofilizacijo proteinov. 
Glede na zbrane rezultate lahko zaključimo, da imajo kombinacije glicina s PVP 10.000 in 
PVP 40.000 v razmerjih 5 : 2 in  1 : 6 najvišje Tg' in Tg. Prav tako so liofilizati 
sprejemljivega videza. Ker pa se PVP 40.000 ne sme uporabljati za intravensko aplikacijo, 
bi lahko le z uporabo formulacij glicina in PVP 10.000 lahko nadomestili saharozo in tako 
skrajšali liofilizacijski cikel ter hkrati povečali stabilnost liofiliziranih produktov. 
Uporabljene pomoţne snovi se ţe sedaj uporabljajo pri liofilizaciji, in sicer v kombinaciji s 
saharozo, katere masni deleţ je niţji (29). Treba pa bi bilo proučiti še termične lastnosti 
pomoţnih snovi v formulaciji z dodano proteinsko ZU. 
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4.6 Termične lastnosti formulacij z dodanim proteinom 
Tako kot pomoţne snovi tudi proteinske zdravilne učinkovine vplivajo na termične 
lastnosti formulacij. Zato smo izmerili vrednosti Tg štirim liofiliziranim formulacijam z 
modelno proteinsko učinkovino. Kot referenco smo uporabili formulacijo s saharozo in 
proteinom, ki smo jo primerjali s formulacijo z glicinom in saharozo ter proteinom v dveh 
razmerjih. Vzorce smo najprej segreli do 90 °C, da smo odstranili nevezano vodo, nato pa 
smo jih ponovno segreli, in sicer od 0 do 300 °C. Iz krivulj drugega segrevanja smo 
odčitali Tg. Rezultati so predstavljeni v preglednici XXII ter na sliki 22.  
Preglednica XXII: Tg in Cp liofiliziranih formulacij pomoţnih snovi s proteinom. 
Formulacija  Tg [°C] Cp [J/(gK)] 
saharoza + protein (20 mg/mL) 141,52 0,016 
saharoza + protein (30 mg/mL) 137,15 0,384 
(glicin : saharoza = 1 : 2) + protein (20 mg/mL) 119,89 0,600 
(glicin : saharoza = 2 : 1) + protein (30 mg/mL) 164,94 0,204 
 
 
Slika 22: DSC krivulje segrevanja liofiliziranih formulacij pomoţnih snovi s proteinom. 
Če primerjamo rezultate vzorcev s proteinom (preglednica XXII in slika 22) z rezultati 
vzorcev brez proteina (preglednica XVII), lahko opazimo, da dodatek proteina bistveno 
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vpliva na Tg, in sicer ga poviša. Tako sam protein vpliva na stabilnost formulacije med 
shranjevanjem. Prav tako lahko iz rezultatov razberemo, da večji masni deleţ glicina v 
zmesi poveča Tg, kar je razvidno tudi iz rezultatov vzorcev brez proteina 
(preglednica XVII).  
Vzorce s proteinom smo nato rekonstituirali z ultra čisto vodo in jim določili termične 
lastnosti z uporabo DSC. Dobili smo rezultate, ki so prikazani v preglednici XXIII in na 
sliki 23. 
Preglednica XXIII: Tg' in Cp rekonstituiranih liofiliziranih formulacij pomoţnih snovi s 
proteinom. 
Formulacija  Tg' [°C] Cp [J/(gK)] 
saharoza + protein (20 mg/mL) -31,36 0,087 
saharoza + protein (30 mg/mL) -29,51 0,125 
(glicin : saharoza = 1 : 2) + protein (20 mg/mL) -39,47 0,038 
(glicin : saharoza = 2 : 1) + protein (30 mg/mL) -45,17  0,082 
 
 
Slika 23: DSC krivulje segrevanja rekonstituiranih vzorcev s proteinom. 
Na podlagi rezultatov termične analize lahko ugotovimo, da ima najvišjo Tg' 
rekonstituirana zmes proteina in saharoze. Primerjava teh rezultatov z rezultati meritev 
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pomoţnih snovi brez proteina (preglednica XIII) kaţe, da dodatek proteina poviša Tg' v 
primeru uporabe same saharoze kot pomoţne snovi. Pri zmeseh glicina in saharoze pa so 
Tg' v vseh primerih niţji ob dodatku proteina, ne glede na masno razmerje glicina in 
saharoze v zmesi. 
Dodatek proteina v formulacijo bistveno poviša Tg in s tem vpliva na stabilnost formulacij 
med procesom liofilizacije in med shranjevanjem. Višja vrednost Tg namreč pomeni večjo 
kemijsko in fizikalno stabilnost formulacij. Glede na to lahko predvidevamo, da bodo taka 
zdravila obdrţala ustrezno kakovost do končnega uporabnika zdravila. 
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5. SKLEP 
V magistrski nalogi smo proučevali termične lastnosti pomoţnih snovi, ki se uporabljajo 
pri liofilizaciji bioloških zdravil. Iskali smo alternativne stabilizatorje, ki bi lahko 
zamenjali saharozo. Proučevali smo naslednje pomoţne snovi kot stabilizatorje: trehalozo 
dihidrat, PEG 4.000, PVP 10.000, PVP 40.000, β-ciklodekstrin in sorbitol ter glicin kot 
kristalno polnilo. Izdelali smo vodne raztopine zmesi polnila (glicin) in različnih 
stabilizatorjev ter analizirali njihove termične lastnosti. Vodne raztopine smo liofilizirali in 
ovrednotili proces liofilizacije s pomočjo procesnega grafa. Tudi liofilizatom smo 
ovrednotili termične lastnosti. Prišli smo do naslednjih ugotovitev: 
 Vodne raztopine samih pomoţnih snovi, pri katerih je viden steklasti prehod, imajo 
višjo Tg' kot vodne raztopine zmesi polnila in stabilizatorja pri vseh masnih 
razmerjih, razen pri 10-% (m/m) vodni raztopini glicina s PVP 10.000 v razmerju 
glicin : PVP 10.000 = 5 : 2. 
 Tg' se ne spreminja sorazmerno glede na masno razmerje polnilo : stabilizator. 
 Izmed zmesi je imela najvišjo vrednost Tg' zmes glicin : β-ciklodekstrin = 1 : 6. 
 Med liofilizacijo so se temperature produktov pribliţale ali presegle Tg' vodnih 
raztopin enakih zmesi. Kljub temu so bili liofilizati sprejemljivega videza. 
 Višji deleţ glicina prispeva k boljši strukturi liofilizacijske pogače in s tem k 
lepšemu videzu končnega produkta. Razmerje kristalnega polnila in stabilizatorja 
mora biti enako ali večje od 5 : 2. 
 Kolabirala sta le zmes glicina in sorbitola v razmerju 1 : 6 ter sam sorbitol. Na 
podlagi tega lahko sklepamo, da so bili pogoji liofilizacijskega cikla za vse ostale 
formulacije ustrezni. 
 Pri vseh formulacijah bi lahko uporabili agresivnejše pogoje (višja temperatura 
polic med primarnim sušenjem), saj bi z njimi skrajšali proces liofilizacije in tako 
vplivali na ekonomičnost. 
 Izmerjene visoke Tg pri zmeseh glicina s PVP 10.000 in  PVP 40.000 kaţejo na 
dolgoročno stabilnost teh formulacij, vendar pa ima PVP 40.000 previsoko 
molekulsko maso za parenteralno uporabo. 
 Kljub ustreznemu videzu pogač pri formulacijah z β-ciklodekstrinom in PEG 4.000 
nismo zaznali steklastih prehodov. 
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 Dodatek proteinske ZU v formulacijo bistveno vpliva na povišanje Tg in 
posledično na stabilnost formulacije.  
 Večji masni deleţ glicina v formulacijah vpliva na povečanje vrednosti Tg 
formulacij. 
Glede na navedene ugotovitve lahko zaključimo, da bi lahko bili alternativa saharozi 
naslednji stabilizatorji: PVP 10.000, β-ciklodekstrin in PEG 4.000.  
V sklopu magistrske naloge smo se osredotočili le na termične lastnosti zmesi polnila 
(glicin) in stabilizatorjev. Pri navedenih formulacijah bi bilo treba proučiti še vpliv dodatka 
proteina in ostalih pomoţnih snovi (pufri, površinsko aktivne snovi) na termične lastnosti 
in izgled liofiliziranih formulacij.  
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